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RESUME en Français 
AUTEUR : BOUSQUET Emilie 
TITRE : Rôle de la GTPase RhoB dans l’oncogenèse pulmonaire 
DIRECTEURS DE THESE : Dr. PRADINES Anne et Pr. MAZIERES Julien 
 
Le cancer bronchique est un véritable problème de santé publique. En effet, c’est la première 
cause de mortalité par cancer dans le monde, la survie à 5 ans n’est que de 15% et ceci est largement 
dû à des diagnostics tardifs et à un fort pouvoir métastatique. L'amélioration de la prise en charge de 
ce type de cancer implique donc une meilleure connaissance des processus d'oncogenèse et 
d'invasion tumorale. 
Il a été préalablement montré au laboratoire i) que la surexpression de la protéine RhoB, 
GTPase monomérique de la super-famille Ras, inhibe la transformation cellulaire dans des cellules 
exprimant Ras et ii) une correlation inverse entre l’expression de RhoB et la progression du cancer 
bronchique, cette perte d’expression se produisant entre les stades de carcinomes in situ et de 
carcinomes invasifs. 
Afin de définir plus précisément le rôle de RhoB dans les différentes phases de l'oncogénèse 
bronchique, l’objectif de mes travaux de thèse a été d’analyser l’effet de son inhibition sur le 
phénotype de cellules pulmonaires, par la technique d’interférence à l’ARN permettant ainsi de mimer 
la perte d’expression de la protéine retrouvée lors de l’oncogenèse bronchique.  
Ces travaux ont permis de mettre en évidence que l’inhibition de RhoB n’induit pas la 
transformation des cellules bronchiques, par des études de prolifération ancrage-dépendante et 
indépendante ou des tests de tumorigenèse chez la souris. En revanche l'inhibition de RhoB stimule le 
potentiel migratoire et invasif des cellules bronchiques et induit certaines caractéristiques de la 
transition épithélio-mésenchymateuse telles que le remodelage du cytosquelette d’actine, l’expression 
de la vimentine, une diminution des adhésions focales avec une inhibition de l’expression de certaines 
intégrines ainsi que la diminution d’expression de la E-cadhérine. De plus, les cellules maintenues en 
matrices tridimensionnelles, après inhibition de l'expression de RhoB, présentent une morphologie 
allongée de type fibroblastique, suggérant un rôle de RhoB sur la régulation du mode de migration. 
Par ailleurs, ces travaux ont permis de mettre en évidence que RhoB module le phenotype migratoire 
et invasif via la régulation en cascade de la kinase Akt (et plus particulièrement de l'isoforme Akt1) et 
de la GTPase Rac1. Des travaux plus récents suggèrent que RhoB pourrait réguler la voie Akt en 
modulant l’activité de la phosphatase PP2A. 
 L’oncogène Ras, fréquemment muté dans les cancers bronchiques, induit une inhibition de 
l’expression de RhoB dans les cellules pulmonaires responsable de la stimulation de leur phénotype 
migratoire et invasif, via la regulation de la kinase Akt1, mais elle n’est pas impliquée dans la 
stimulation de la prolifération cellulaire. 
Parallèlement à ces études in cellulo, une étude a été menée dans des souris invalidées ou 
non pour le gène rhob et traitées par un cancérigène, l’uréthane, qui induit principalement des 
tumeurs pulmonaires. Ces travaux ont permis de mettre en évidence que les souris RhoB-/- présentent 
un développement plus rapide des tumeurs pulmonaires que les souris sauvages.  
L'ensemble de ces travaux suggèrent que RhoB est impliquée dans la progression tumorale, 
notamment sur l'acquisition des propriétés migratoires et invasives, plutôt que dans l’initiation de 
l’oncogenèse pulmonaire et que RhoB a un rôle critique dans la dissémination métastatique du cancer 
bronchique. 
 
MOTS CLES : RhoB, métastases, cancer bronchique, Akt, Rac1 
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SUMMARY in English 
AUTHOR : BOUSQUET Emilie 
TITLE : Role of the small GTPase RhoB in pulmonary oncogenesis 
THESIS DIRECTORS : Dr. PRADINES Anne and Pr. MAZIERES Julien 
 
Lung cancer is a real public health problem. Indeed it is the leading cause of cancer-related 
death worldwide, the 5-year survival is less than 15% and this is largely due to late diagnosis and a 
high metastatic potential. This highlights the need for a better understanding of the molecular 
mechanisms involved in lung cancer initiation and progression.  
It has previously been shown in the laboratory that i) overexpression of RhoB protein, 
monomeric GTPase of Ras superfamily, inhibits cell transformation in cells expressing Ras and ii) an 
inverse correlation between RhoB expression and lung cancer progression, this loss of expression 
occurs between carcinoma in situ and invasive carcinoma. 
 To define more precisely the role of RhoB in different stages of lung oncogenesis, the 
goal of this work was to analyze the effect of its inhibition on the phenotype of lung cells by RNA 
interference to mimic the loss of RhoB that occur in lung oncogenesis.  
This work showed that inhibition of RhoB does not induce transformation of bronchial cells by 
proliferation anchorage-dependent and independent assay and by tumorigenesis assay in mice. In 
contrast, inhibition of RhoB increases migratory and invasive capabilities of bronchial cells and 
induces some characteristics of epithelial-mesenchymal transition as remodeling actin cytoskeleton, 
expression of vimentin and decreases formation of focal adhesions with inhibition of many integrins 
and decreases expression of E-cadherin. In addition, cells maintained in three-dimensional matrix, 
after inhibition of the expression of RhoB, exhibit elongated fibroblastic morphology suggesting a role 
of RhoB in the regulation of the migratory phenotype. Moreover, this work has helped to show that 
RhoB regulates the migratory and invasive phenotype via the regulation of Akt, especially Akt1 
isoform, and Rac1 GTPase. More recent studies suggest that RhoB may regulate the Akt pathway by 
modulation of the activity of phosphatase PP2A.  
The RhoB inhibition in bronchial cells, induced by the Ras oncogene, frequently mutated in 
Iung cancer, critical for stimulation of their migratory and invasive properties through the regulation of 
the kinase Akt1, but not involved in the regulation of cell proliferation properties. 
 In parallel to these studies in cellulo, a study was realized in mice null or not for rhob 
gene and treated by a carcinogen, urethane, which induces mainly lung tumor. This work helped to 
demonstrate that mice RhoB-/- increases development of lung tumors.  
 All these data suggest that RhoB is involved in tumor progression, notably the 
acquisition of migratory and invasive properties, rather than in the initiation of pulmonary 
carcinogenesis and that RhoB has a critical role in the metastasis of lung cancer.  
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I- LE CANCER BRONCHIQUE 
I-1 Epidémiologie 
Le cancer bronchique est un véritable problème de santé publique. Il représente 12.3% 
des nouveaux cas de cancer diagnostiqués chaque année. C’est le 2ème cancer chez 
l’homme et le 4ème chez la femme. En Europe, 375 000 nouveaux cas ont été diagnostiqués 
en 2000 dont 23 000 en France (Karim-Kos et al., 2008; Tyczynski et al., 2003). Bien que le 
nombre de cas chez les hommes reste stable depuis ces dernières années (+0.4% entre 
1994 et 2004), l’incidence chez les femmes augmente de façon beaucoup plus importante 
(+4.2% entre 1994 et 2004) (Tyczynski et al., 2003). Ceci étant en particulier lié à la 
consommation de tabac qui ne cesse d’augmenter dans la population féminine. Mais les 
femmes sont également plus sensibles à certains carcinogènes. En effet, elles ont de 1.7 à 3 
fois plus de probabilité de développer ce type de cancer en comparaison aux hommes à 
tabagisme égal (Gasperino and Rom, 2004).  
 De plus, le cancer bronchique est la première cause de mortalité par cancer dans le 
monde et la survie à 5 ans est estimée à 14% en France (d’après le rapport de l’INCa 2008). 
En effet, malgré les progrès de la science, tant du point de vue diagnostique que 
thérapeutique, le taux de mortalité de ce cancer ne diminue que très faiblement. Ce mauvais 
pronostic est essentiellement dû à un diagnostic tardif, aux limites des traitements actuels et 
à un fort potentiel métastatique. Ces données épidémiologiques soulignent l’intérêt d’une 





Il existe 4 grands types de cancer bronchique qui se différencient de par leur structure 
anatomopathologique. Il existe ainsi le cancer bronchique à petites cellules (CBPC) en 
opposition au cancer bronchique non à petites cellules (CBNPC) qui se subdivise en 3 
groupes : les cancers épidermoïdes, les adénocarcinomes et les cancers à grandes cellules.  
Le carcinome à petites cellules représente 15% des cancers bronchiques et se 
caractérise par des cellules de petite taille avec un rapport cytoplasme / noyau faible. Ce 
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type de cancer présente un pouvoir métastatique élevé et est le plus agressif, il est donc 
souvent diagnostiqué à un stade étendu. Il se développe généralement dans les bronches 
principales. 
Le carcinome épidermoïde représente 35% des cas et est caractérisé par la synthèse 
de kératine par les cellules tumorales et par des ponts intercellulaires. C’est un cancer bien 
différencié qui se développe également dans les parties proximales du poumon.  
Les adénocarcinomes touchent 40% des patients et forment des tumeurs 
glandulaires, les cellules tumorales sécrètent des mucosités intracytoplasmiques. Il est lié au 
tabac mais est également surreprésenté chez les non-fumeurs ainsi que chez les femmes. 
Contrairement aux autres types de cancer bronchique, il se développe dans les parties plus 
distales. Il existe 5 sous types différents d’adénocarcinomes: acineux, solide, mixte, 
papillaire ou bronchioalvéolaire qui est dû à une prolifération des cellules de Clara ou 
pneumocytes de type II. Ce dernier sous-type mérite d’être individualisé du fait d’une 
oncogenèse distincte (absence de lien avec le tabac, mutations fréquentes du récepteur à 
l’EGF (EGFR) dans le sous-type non-mucineux) et d’un meilleur pronostic lors des 
diagnostics précoces. 
Le carcinome à grandes cellules représente 10% des patients atteints de cancer 
bronchique. Il regroupe les carcinomes à grandes cellules indifférenciés et les carcinomes 




I-3 Les facteurs de risque 
I-3-1 Le tabac 
Le principal facteur de risque du cancer bronchique est le tabac. En effet, 91% des 
cancers du poumon chez l’homme et 69% chez la femme lui sont imputables et plus que le 
nombre de cigarettes fumées c’est la durée d’exposition qui semble être importante (Sasco 
et al., 2004). Le nombre de cancer du poumon suit largement celui des fumeurs avec un 
décalage d’une vingtaine d’années ce qui explique l’augmentation du nombre de femmes 
atteintes de cette pathologie dans la dernière décennie. En effet, bien que le nombre de 
fumeurs tende à se stabiliser en Europe et aux Etats-Unis, celui des fumeuses continue 
d’augmenter. Un fumeur a de vingt à quarante fois plus de probabilité de développer un 
cancer du poumon en comparaison à une personne n’ayant jamais fumé (Ozlu and Bulbul, 
2005). Les cancers à petites cellules ainsi que les carcinomes épidermoïdes sont très 
largement liés au tabac mais ces dernières années, le nombre d’adénocarcinomes 
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diagnostiqués est en augmentation. Ceci est dû à la consommation de tabac chez les 
femmes qui consomment préférentiellement des cigarettes « légères » et inspirent donc plus 
profondément la fumée. 
Il a été montré que les risques de développer un cancer bronchique diminuent après 
l’arrêt du tabac. De plus, les patients ayant arrêté au moment du diagnostic répondent plus 
favorablement aux différents traitements. 
La fumée de cigarette contient une soixantaine d’agents carcinogènes tels que les 
hydrocarbures polycycliques, les N-nitrosamines… qui sont donc responsables du 
développement de cancers chez les fumeurs mais également chez les personnes de leur 
entourage. Le tabagisme passif augmenterait le risque de cancer du poumon de 15 à 20%. 




I-3-2 Autres facteurs de risque 
D’autres facteurs de risque sont également impliqués dans l’oncogenèse pulmonaire 
mais ils restent néanmoins bien en deçà des cas imputables au tabac. Les expositions 
professionnelles sont la deuxième cause de cancer bronchique et seraient à l’origine de 10% 
des cas en France. L’implication de l’amiante est bien connue et serait responsable de 2 000 
à 3 000 cas par an en France. D’autres carcinogènes peuvent être incriminés tels que le 
nickel, le chrome, les goudrons, l’arsenic, l’oxyde de fer… 
Une autre cause potentielle est l’exposition au radon, gaz radioactif incolore et inodore 
généré par la dégradation de l’Uranium. Il serait responsable de 9% des décès par cancer 
bronchique en Europe selon certains auteurs (Sun et al., 2007) mais ces données sont 
difficiles à établir précisément. Les zones riches en granit sont plus fortement touchées par 
ce gaz (la Bretagne par exemple). Des études ont montré que l’exposition au radon favorise 
également le développement de cancers chez les fumeurs potentialisant les effets néfastes 
du tabac. 
Il existe également des facteurs de risque non professionnels. L’exposition au gaz 
moutarde lors de la 1ère guerre mondiale ou aux radiations ionisantes lors de la seconde ont 
induit une augmentation du risque de cancer bronchique. Par ailleurs, des cancers 
bronchiques induits par la radiothérapie externe, en particulier dans les maladies de Hodgkin 
ont été rapportés. 
Enfin, des facteurs de risque hormonaux sont probablement impliqués dans 
l’oncogenèse du cancer bronchique féminin, ceci étant suggéré par des études 
épidémiologiques et par des données in vitro (Mazieres et al., 2007a). 
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I-4 Les bases du traitement 
I-4-1 Classification  
Le traitement administré étant fonction du stade auquel les patients sont 
diagnostiqués, je commencerai donc par un rapide descriptif de cette classification. 
Dans le cas des CBNPC, la classification TNM est appliquée. Elle permet de 
regrouper les tumeurs en fonction de la taille des nodules tumoraux (T), de l’envahissement 
des ganglions lymphatiques (N) situés plus ou moins loin de la tumeur ainsi que de la 
présence ou de l’absence de métastases à distance (M). Les sites de métastases du cancer 
bronchique sont généralement le cerveau, le foie, les os, les poumons et les glandes 
surrénales (Watanabe, 2003). Dans le tableau 1 sont répertoriées les caractéristiques de 
cette classification. 
Mais généralement, dans le cas des cancers bronchiques, la progression tumorale est 
définie en fonction des stades qui vont de I pour les moins agressifs sans envahissement 
des ganglions à IV pour les plus agressifs avec présence de métastases (Hammerschmidt 
and Wirtz, 2009). La correspondance entre la classification TNM et les stades du cancer du 
poumon est résumée dans le tableau 2. Comme pour le cancer à petites cellules, plus le 
stade auquel le patient est diagnostiqué est avancé plus la survie à 5 ans est faible. Ainsi 
elle est de 65% pour les carcinomes de stade IA alors qu’elle est inférieure à 5% pour les 


































T0 Pas  de signe de tumeur primaire 
T1 
Diamètre de la tumeur ≤ 3 cm dans son diamètre le plus grand 
Pas de signe d’invasion au-delà de la bronche lobaire 
                 a : tumeur ≤ 2 cm dans son diamètre le plus grand 
                 b : tumeur > 2 mais ≤ 3 cm 
T2 
Diamètre > 3 cm  
        et / ou envahissement de la bronche principale > 2 cm de la carène (zone 
de bifurcation trachéale où se forme les 2 bronches principales)  
        et / ou envahissement de la plèvre 
        et / ou atélectasie lobaire (manque d’oxygénation d’une partie du poumon 
suite à l’obstruction d’une bronche) 
                  a : Tumeur > 3 mais ≤ 5 cm 
                  b : tumeur > 5 mais ≤ 7 cm 
T3 
Tumeur de toutes tailles avec envahissement d’une structure adjacente (paroi 
thoracique, diaphragme, plèvre médiastinale, péricarde pariétal) 
        ou tumeur à moins de 2 cm de la carène sans envahissement ou 
atélectasie 
        ou nodules tumoraux séparés dans le même lobe 
T4 
Tumeur de toutes tailles avec invasion des organes suivants : 
- Médiastin 
- Cœur 
- Gros vaisseaux 
- Trachée 
- Nerf laryngé 
- Œsophage 
- Corps des vertèbres 
- Carène 
          ou plusieurs nodules tumoraux dans le même lobe  
ou tumeur avec effusion pleurale ou péricardique  
 Ganglions 
N0 Pas d’envahissement des ganglions lymphatiques 
N1 Envahissement ipsilatéral des ganglions péribronchiques, hilaires ou intrapulmonaires  
N2 Envahissement ipsilatéral des ganglions médiastinaux et/ou sous-carénaires 
N3 
Envahissement controlatéral des ganglions médiastinaux, hilaire et/ou 
envahissement ispilatéral ou controlatéral des ganglions scalènes ou 
supraclaviculaires. 
Métastases 
M0 Absence de métastase 
M1 
Présence de métastases et/ou nodules tumoraux sur les autres lobes 
pulmonaires  
     a : Nodules tumoraux séparés dans un lobe contro-latéral 
     b : Métastases à distance 
 





T1 a et b T2 a et b T3 T4 
N0 I A (65%) IB (55%) II B (40%) III B (10%) 
N1 II A (50%) II B (40%) III A (25%) III B (10%) 
N2 III A (25%) III A (25%) III A (25%) III B (10%) 
N3 III B (10%) III B (10%) III B (10%) III B (10%) 
M1 IV (<5%) IV (<5%) IV (<5%) IV (<5%) 
 
Tableau 2 : Correspondance entre la classification TNM et le stade des CBNPC. Entre 




I-4-2 La chirurgie 
La chirurgie est le traitement de référence dans les CBNPC mais elle n’est pas sans 
conséquence. En effet, elle a un taux de mortalité de 4.4% en fonction de l’état pulmonaire 
du patient ainsi que d’autres facteurs de risque. Elle n’est réalisée que si le patient est 
résécable (diagnostic à un stade précoce) et opérable. Les stades I et II représentent de 25 
à 30% des carcinomes non à petites cellules et les stades IIIA (T3N1M0) de 15 à 20%. La 
limite de la chirurgie se situe dans ces tumeurs de stade IIIA qui comptent aussi les TxN2 
(10% des patients). La résection de ce type de tumeur sera fonction du nombre de ganglions 
envahis. 
Généralement, la chirurgie correspond à une lobectomie, ablation d’un seul lobe ou à 
une pneumonectomie, ablation d’un poumon entier, chez les patients ne présentant pas de 
contre-indication. Elle est, de plus, associée à un curage ganglionnaire. Les résections 
segmentaires (ablation d’une petite partie du lobe) sont rarement appliquées dans les cas de 
cancers car trop souvent associées à des récidives locales (Wagner, 2008). Une 
chimiothérapie adjuvante est recommandée pour les stades II et III opérés. La radiothérapie 
adjuvante est parfois discutée dans les stades IIIAN2. 
Dans le cas du carcinome à petites cellules, le traitement de référence repose sur la 





I-4-3 La chimiothérapie 
La chimiothérapie est le traitement de base des patients non candidats à la chirurgie 
car à des stades déjà trop avancés. Les drogues utilisées sont les sels de platine tels que le 
cisplatine ou le carboplatine généralement couplés à des taxanes (stabilisateurs des 
microtubules) tels que le paclitaxel ou le docetaxel, à de la vinorelbine (poison du fuseau 
mitotique), à la gemcitabine (antimétabolite) ou au pemetrexed (antifolate). Si le patient 
rechute après une première ligne de chimiothérapie, une seconde ligne peut-être 
administrée (monothérapie par erlotinib, pemetrexed ou docetaxel).  
La chimiothérapie est également utilisée dans les stades précoces avant 
(néoadjuvant) ou après (adjuvant) la chirurgie. Plusieurs études ont montré le bénéfice de la 
chimiothérapie adjuvante dans les carcinomes de stade II ou III (Molina et al., 2006; 
Ramalingam and Belani, 2008; Moro-Sibilot et al., 2008)) alors qu’elle ne semble pas 
apporter d’amélioration dans le traitement des cancers bronchiques de stade I (Wagner, 
2008). Récemment, l’efficacité de la chimiothérapie néo-adjuvante, c'est-à-dire avant la 




I-4-4 La radiothérapie 
La radiothérapie est souvent utilisée en parallèle de la chimiothérapie, en particulier 
chez les patients non opérables. On parle alors de radio-chimiothérapie et elle peut-être 
concomitante si les rayons sont reçus lors des séances de chimiothérapie. Elle consiste en 
l’administration d’une dose de 50 à 70 grays de manière fractionnée par doses de 1.8 à 2 
grays. 
Dans les cas des CBPC intrathoraciques, la radiothérapie est systématique. Dans 
certains cas, une irradiation du cerveau, à des doses moindre (20-30 grays), permettra de 
limiter l’apparition de métastases cérébrales, il s’agit alors de radiothérapie prophylactique.  
Dans les cas de CBNPC, la radiothérapie est discutée chez les patients de stades IIIA 
présentant des envahissements des ganglions lymphatiques lors de la résection ainsi que 
chez les patients de stade IIIB présentant un état général satisfaisant. Chez les patients 
métastatiques (60% des patients diagnostiqués), la radiothérapie ne sera utilisée qu’à des 
fins palliatives pour diminuer les symptômes et les douleurs liées aux métastases, par 




I-4-5 Les nouvelles thérapeutiques ciblées 
Une meilleure compréhension des voies de signalisation impliquées dans les processus 
d’oncogenèse pulmonaire a permis de développer des thérapeutiques ciblées. Dans le cadre 
des cancers bronchiques, les voies de l’angiogenèse et des facteurs de croissance ont été 
particulièrement étudiées. En effet, lors de la croissance tumorale une néo-angiogenèse est 
nécessaire afin d’apporter les nutriments nécessaires à la tumeur et l’inhibition de celle-ci 
peut bloquer la croissance tumorale et donc la progression du cancer. Dans la régulation de 
l’angiogenèse, des inhibiteurs de métalloprotéases tel que le Marimastat, inhibiteur des 
MMP1 (Matrix MetalloProtease), MMP2, MMP3, MMP7 et MMP9, ont été testés mais la 
toxicité élevée et les faibles résultats ont conduit à l’abandon de la molécule (Blackhall and 
Shepherd, 2007).   
Le bevacizumab, anticorps monoclonal humanisé dirigé contre le VEGF, facteur de 
croissance impliqué dans la néo-angiogenèse, a largement été étudié et il est actuellement 
utilisé dans le traitement des CBNPC non épidermoïdes et des essais cliniques sont en 
cours pour étudier son efficacité dans les CBPC (Blackhall and Shepherd, 2007; Hirsh, 2010; 
Pal et al., 2010). Sa toxicité est en particulier due à des problèmes de coagulation 
(hémorragie, caillot) (Mazieres and Dansin, 2008) en particulier dans les carcinomes 
épidermoïdes. 
Des petites molécules inhibitrices de l’activité tyrosine kinase, ou TKI, du récepteur au 
VEGF ont également été développées tels que le Sunitib ou le Sorafenib, mais les premiers 
essais randomisés sont assez décevants avec un rapport toxicité / bénéfice défavorable. 
 
Les voies de signalisation contrôlées par des facteurs de croissance dont l’activité est 
augmentée dans les processus oncogéniques sont également des cibles de choix. Le 
récepteur à l’EGF (EGFR) est souvent surexprimé dans les cancers bronchiques. Des 
inhibiteurs de ce récepteur ont donc été développés et 2 types de molécules ont vu le jour. 
Ainsi un anticorps monoclonal, le cetuximab, bloque la liaison du facteur de croissance sur 
son récepteur inhibant ainsi son activation. Il est aujourd’hui utilisé en première ligne dans le 
traitement des CBNPC en combinaison avec une chimiothérapie conventionnelle (Bergot et 
al., 2008) mais du fait d’un index thérapeutique jugé trop étroit, son développement a été 
stoppé dans cette indication (il est toujours utilisé dans le traitement des cancers 
colorectaux). La toxicité de ce traitement est avant tout cutanée. 
Le gefitinib ou l’erlotinib sont des TKI spécifiques de l’EGFR. Ils sont à ce jour utilisés 
en traitement de 1ère, 2ème ou 3ème ligne dans les CBNPC (Blackhall and Shepherd, 2007). 
Ces traitements sont plus efficaces chez les femmes, non fumeuses, d’origine asiatique 
présentant des carcinomes bronchioloalvéolaires ceci étant corrélé à la présence de 
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mutations sur le récepteur mais cela sera décrit plus en détail dans la suite de ce manuscrit. 
Cependant, les derniers essais cliniques montrent de meilleurs résultats avec ces TKI 
utilisés seuls en première ligne en comparaison avec le doublet carboplatine-paclitaxel mais 
cela uniquement chez les patients porteurs des mutations activatrices (Maemondo et al., 
2010). Ces différentes mutations seront détaillées par la suite. 
 
Un 3ème type de traitement appelé vaccin anti-tumoral est en train d’apparaitre. Le 
principe étant que le système immunitaire reconnaisse les cellules tumorales comme du non-
soi et les détruisent. La lyse par les lymphocytes T cytotoxiques ou les cellules NK ne peut 
se faire qu’après la reconnaissance d’antigènes spécifiques n’étant pas exprimés à la 
surface des cellules normales. Des essais ciblant les antigènes MAGE-A3 ou MUC1 sont en 




I-5 Les bases de l’oncogenèse pulmonaire 
I-5-1 Généralités 
Dans l’oncogenèse, les cellules subissent des anomalies moléculaires majeures telles 
que des mutations, des modifications epigénétiques, des pertes d’hétérozygotie, des 
phénomènes de translocations chromosomiques qui vont être à l’origine du processus 
d’oncogenèse. Ces modifications conduisent en effet à l’inhibition, l’induction ou l’activation 
aberrante de certaines protéines impliquées dans des processus cellulaires variés 
(prolifération cellulaire, survie, apoptose, sénescence, migration…). Dans les cellules 
normales, il existe une balance entre les signaux de prolifération et ceux de mort cellulaire. 
Cette balance étant dérégulée dans les cellules tumorales, cela conduit donc à une 
prolifération non-contrôlée et à la formation de tumeur. Il existe des gènes dont la 
suractivation ou la surexpression induit une transformation des cellules, on parle alors 
d’oncogènes et à l’inverse les gènes qui inhibent ce phénomène sont appelés gènes 
suppresseurs de tumeurs. Dans les cancers bronchiques, ces deux catégories de gènes 
sont dérégulés afin d’induire l’apparition de tumeur. Dans les CBPC, il est souvent retrouvé 
une activation de l’oncogène c-Myc et une inhibition de la protéine du rétinoblastome (Rb) 
alors que dans les CBNPC, il est retrouvé préférentiellement, une activation de Ras et une 
inhibition de p16 montrant bien que ces 2 pathologies sont différentes (Herbst et al., 2008; 
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Sekido et al., 2003). Un récapitulatif des mutations les plus fréquentes dans les 2 grands 





p53 40-60% 40-70% 
Rb 30% 100% 
p16 10-40% <1% 
KRas 15-20% <1% 
c-myc 10% 80-90% 
EGFR 40-80% 5% 
 
Tableau 3 : Pourcentages des anomalies des principaux oncogènes et gènes suppresseurs 
de tumeurs impliqués dans l’oncogenèse bronchique (D’après Menezes et al. 2005)  
 
 
Au-delà des anomalies moléculaires, des théories non exclusives se développent sur 
les mécanismes initiateurs du cancer bronchique. La 1ère théorie propose que la 
cancérogenèse bronchique se fasse pas des étapes successives (Saccomanno et al., 1974). 
Ainsi, le génome des cellules cancéreuses naissantes subit un certain nombre de mutations 
ou d’altérations épigénétiques d’oncogènes, de gènes suppresseurs de tumeurs ou de 
gènes qui contrôlent la prolifération cellulaire et qui confèrent ainsi un avantage sélectif aux 
cellules qui en sont porteuses. Elles se développent alors jusqu’au cancer invasif. L’analyse 
anatomopathologique des organes atteints révèle des lésions représentatives des différentes 
étapes du processus que traversent les cellules depuis la normalité jusqu’au stade de 
tumeurs invasives via une série d’états pré-malins. Cela a été bien montré pour le cancer 
bronchique épidermoïde. 
La 2ème hypothèse repose sur le concept de « cellules initiatrices de tumeurs » ou 
« cellules souches cancéreuses ». Un faible contingent de cellules serait à l’origine de la 
totalité du développement tumoral. Ceci a été particulièrement étudié dans les carcinomes 
bronchio-alvéolaires qui seraient issus de pneumocytes de type II assimilés à des cellules 
souches pluripotentes. Les voies de signalisation impliquées dans les cellules souches ont 
donc été étudiées afin de les cibler de manière spécifique. En effet, les cellules souches 
participent très probablement à la résistance aux agents antitumoraux actuels. Les voies de 
signalisation les mieux connues dans les cellules souches sont shh (Sonic hedgehog), Bmi-1 
et Wnt (Kratz et al., 2010). 
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Enfin, la dernière théorie repose sur le phénomène d’addiction oncogénique. On 
retrouve 2 grands types d’anomalies moléculaires dans les tumeurs, les mutations motrices 
qui sont nécessaires au maintien du phénotype tumoral et les mutations passagères. En 
conséquence, le ciblage du 1er type de mutation devrait être plus efficace. La notion de 
mutations motrices a été étendue pour tenir compte de certaines propriétés biologiques 
conférées par celles-ci aux cellules tumorales. Ainsi, la relative résistance à l’apoptose, 
observée fréquemment, peut être attribuée à la signalisation perturbée par la mutation. Cette 
sensibilisation a conduit à la notion d’addiction oncogénique, pour exprimer la dépendance 
des cellules vis-à-vis de ces mutations motrices et des avantages qu’elles procurent en 




I-5-2 Les gènes suppresseurs de tumeur 
I-5-2-1 p53 
La protéine p53 est codée par le gène TP53 localisé sur le bras court du chromosome 
17. Ce gène est retrouvé muté dans 50% des cancers ce qui en fait le gène le plus souvent 
impliqué dans le développement tumoral (Levine et al., 1991). C’est aussi le cas dans les 
cancers bronchiques où il est retrouvé muté dans 80% des CBPC, 70% des épidermoïdes, 
60% des carcinomes à grandes cellules et 40% des adénocarcinomes. La protéine p53 a été 
découverte en 1979 mais son rôle de suppresseur de tumeur n’a été mis en évidence que 10 
ans plus tard. p53 est impliquée dans le maintien de l’intégrité génique, elle est donc décrite 
comme étant le « gardien du génome » (Lane, 1992).  
Dans des conditions normales, la voie p53 n’est pas activée et le taux d’expression de 
la protéine reste faible. La protéine HDM2, ubiquitine ligase équivalent de MDM2 chez la 
souris, en se liant à p53 va induire sa dégradation via le protéasome limitant ainsi la quantité 
de protéine intracellulaire. Lors d’un stress cellulaire comme des dommages à l’ADN (UV, 
hypoxie, radiations…) ou lors d’infections virales, la protéine p53 va être modifiée de 
différentes manières (phosphorylation, acétylation, sumoylation…) (Woods and Vousden, 
2001). Ces modifications post-traductionnelles inhibent son interaction avec la protéine 
HDM2 bloquant ainsi sa dégradation, conduisant à son accumulation dans la cellule. De 
plus, p53 va être transloquée dans le noyau où elle pourra se lier sur des régions spécifiques 
de l’ADN et induire la transcription de nombreux gènes impliqués dans la régulation du cycle 
cellulaire, induisant ainsi un blocage en phase G1, ou de gènes régulant l’apoptose 
conduisant à la mort de la cellule (Vogelstein et al., 2000).  
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Dans les tumeurs, les formes mutées sont plus stables que la protéine sauvage 
conduisant ainsi à son accumulation dans les cellules. La protéine devient alors détectable 
en immuno-histochimie comme c’est le cas dans 70% des carcinomes in situ bronchiques 
(Brambilla and Brambilla, 1997). Dans le cancer du poumon, plusieurs sites privilégiés de 
mutation ont été mis en évidence. En effet, la majorité des mutations sont retrouvées sur les 
codons 157, 158, 179, 548, 249 et 273 (Hernandez-Boussard and Hainaut, 1998) et les 
codons 157, 248 et 273, ont été montrés comme étant des sites de formations d’adduits par 
un carcinogène contenu dans la fumée de cigarette, le benzopyrène. En effet, la mutation la 
plus fréquemment retrouvée est une transversion G-T (33% des cas) due à la formation de 
ces adduits (Denissenko et al., 1996). La protéine est généralement mutée sur son domaine 
de liaison à l’ADN et ne peut donc plus interagir avec les régions promotrices. Elle n’active 
donc pas la transcription des gènes cibles conduisant ainsi à une instabilité génomique et à 
une amplification du processus tumoral. Généralement la mutation n’arrive que sur un seul 
allèle et la seconde copie est perdue suite à une seconde mutation ou une perte 
d’hétérozygotie qui arrive souvent sur le bras court du chromosome 17. De plus, il a été 
montré que certains mutants pouvaient interagir avec la protéine sauvage afin de les 
séquestrer. Ces mutations sont donc dominantes et ne nécessitent pas d’altération du 
second allèle. 
De part sa forte implication dans un nombre très important de cancers, la voie p53 a 
été ciblée dans le développement de nouvelles thérapeutiques. In vitro, il a été montré que la 
transfection de la protéine sauvage réversait le phénotype malin. Afin de ré-exprimer p53 
dans les tumeurs pulmonaires, le gène a été transféré dans les cellules tumorales grâce à un 
adénovirus injecté directement au cœur de la tumeur avec des résultats plutôt 
encourageants (Moon et al., 2003; Roth et al., 1996). De plus, p53 est impliquée dans la 
réponse aux dommages à l’ADN et certains traitements utilisés, comme la chimiothérapie ou 
la radiothérapie, induisent des dommages. Un lien entre le statut p53 et la réponse aux 
traitements a donc été étudié, mais les résultats sont controversés pour le moment 





La protéine p16 est localisée sur le chromosome 9p21, zone fréquemment délétée 
dans les cancers bronchiques. Elle est impliquée dans la régulation du cycle cellulaire. En 
effet, elle inhibe les kinases Cdk 4 et 6 bloquant ainsi la phosphorylation de Rb et donc la 
transcription dépendante du facteur E2F. Elle induit donc un blocage du cycle en phase G1. 
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Mais elle est également impliquée dans la sénescence, limitant ainsi le nombre de cycle de 
réplication des cellules, ainsi que dans le processus d’anoïkis, qui induit la mort des cellules 
lorsque celles-ci n’adhèrent plus à leur substrat (Rocco and Sidransky, 2001). 
p16 est inactivée dans 60% des CBNPC mais très rarement dans les CBPC où la 
protéine Rb est retrouvée mutée. Or les mutations de ces protéines s’excluent l’une l’autre. 
Différents processus sont responsables de cette inactivation. Les carcinogènes contenus 
dans la fumée de cigarette induisent une augmentation de la méthylation des promoteurs 
d’un certain nombre de gènes conduisant ainsi à l’inhibition de leur transcription. 
L’hyperméthylation du promoteur de p16 est retrouvée dans 24% de CBNPC et constitue le 
processus majoritaire d’inhibition de ce gène dans les carcinomes bronchiques. Ce 
phénomène serait dû aux radionucléides contenus dans la fumée de cigarette (Prueitt et al., 
2009). Mais il existe également des délétions homozygotes dans 20% des cas ainsi que des 
mutations sur les exons 1 et 2 dans 14% des cas (Gazzeri et al., 1998; Rocco and 
Sidransky, 2001). 
L’inactivation de p16 est un phénomène fréquent et précoce dans l’oncogenèse 
pulmonaire. En effet, la perte d’un allèle est retrouvée dans 30 à 80% des dysplasies et le 
pourcentage augmente avec la progression tumorale. De plus, la méthylation du promoteur 
est retrouvée plus fréquemment dans les stades  I et II (Ota et al., 2006) et est associée à un 
pronostic défavorable (Brambilla et al., 1999; Kratzke et al., 1996).  
 Le locus 9p21 code en réalité pour 2 protéines différentes suite à un épissage 
alternatif. La protéine p16INK4 et la protéine p14ARF qui ne présentent pas d’homologie de 
structure suite à un décalage du cadre de lecture (Rocco and Sidransky, 2001). Ces 2 
protéines sont néanmoins impliquées dans l’oncogenèse. p14ARF régule la voie de 
signalisation p53 en inhibant HDM2, elle conduit à son accumulation dans les cellules pour 
induire les gènes cibles de cette voie. Lors des délétions de ce locus, les 2 protéines sont 
donc absentes bloquant à la fois la voie de signalisation dépende de p53 via p14ARF, et la 




I-5-2-3 Autres suppresseurs de tumeur 
p53 et p16 sont les 2 gènes suppresseurs de tumeurs les plus fréquemment inactivés 
dans les carcinomes bronchiques mais d’autres peuvent également être impliqués dans une 
moindre mesure. En effet, Rb n’est que très peu altérée dans les CBNPC (15%) mais elle 
l’est dans plus de 90% des cancers neuroendocrines de haut grade. Le bras court du 
chromosome 13, codant pour Rb, est délété dans 80% des cancers bronchiques mais la 
 24
perte du second allèle est encore incomprise car il ne présente pas d’hyperméthylation du 
promoteur ni de mutation. La régulation de cette protéine se fait également par 
phosphorylation. Ainsi, sous sa forme hypophosphorylée, elle se lie au facteur de 
transcription E2F empêchant ainsi sa liaison sur les gènes cibles ce qui conduit à un arrêt du 
cycle en G1. Mais lorsqu’elle est phosphorylée, par Cdk4-6/cyclin D, elle ne se lie plus à E2F 
qui se fixe sur les promoteurs des gènes cibles induisant ainsi la progression en phase S 
(Rocco and Sidransky, 2001). 
LKB1, responsable du syndrôme Peutz Jeghers, est également inactivée dans plus de 
30% des adénocarcinomes et préférentiellement dans les adénocarcinomes indifférenciés 
(Matsumoto et al., 2007). LKB1 serait responsable de la progression tumorale bronchique et 
de l’acquisition de capacités migratoires et invasives (Roy et al., 2010). 
Certaines zones chromosomiques sont préférentiellement touchées par 
l’hyperméthylation ou des délétions. C’est le cas, par exemple, du chromosome 3, dont la 
délétion est l’évènement le plus commun et précoce dans le cancer bronchique. En effet, la 
région 3p14 est délétée dans 50% des cancers du poumon (Sekido et al., 2003). Cette 
région code pour le gène FITH qui lorsqu’il est ré-exprimé dans des cellules de tumeur 
pulmonaire induit l’apoptose et une inhibition de la croissance cellulaire via les récepteurs de 
mort (Deng et al., 2007). La région 3p21.3 est, quand à elle, délétée dans plus de 90% des 
CBPC et 50 à 80% des CBNPC. Cette zone code pour des homologues des effecteurs de 
Ras, la famille RASSF1. Il existe 3 transcrits différents dus à des épissages ou des 
promoteurs alternatifs. RASSF1A est absente dans 100% des CBPC et son promoteur est 
hyperméthylé sur les ilôts CpG dans 40% des cas (Dammann et al., 2000) et cette 
hyperméthylation est associée à un mauvais pronostic (Zalcman, 2010). D’autres gènes 
localisés dans cette région chromosomique proche de RASSF1 sont également délétés dans 
les cancers bronchiques et jouent le rôle de suppresseur de tumeur, (FUS1, SEMA3B… ) 




I-5-3 Les Oncogènes 
I-5-3-1 Le récepteur à l’EGF 
Le récepteur à l’EGF, également appelé Erb1 de par son appartenance à la famille 
des récepteurs Erb, est amplifié dans les CBNPC avec 30% de surexpression dans les 
carcinomes épidermoïdes et 15% dans les adénocarcinomes (Reinmuth et al., 2000). Pour 
certains auteurs, la surexpression de l’EGFR est corrélée à un mauvais pronostic 
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(Mendelsohn and Baselga, 2003) mais ces données sont contestées. A l’inverse, les 
mutations activatrices de l’EGFR confèrent un meilleur pronostic. Des inhibiteurs de ce 
récepteur ont donc rapidement été développés mais avec des résultats plutôt décevants. En 
effet, seulement 10% des patients présentaient une réponse positive mais il semblait que les 
femmes non fumeuses d’origine asiatique et développant un adénocarcinome répondaient 
de façon plus favorable. 
 Il a été montré par la suite que ces patients plus sensibles aux traitements 
présentaient des mutations du récepteur sur les codons 18 à 21, partie correspondant au site 
catalytique du récepteur. Les mutations les plus fréquemment retrouvées sont des délétions 
dans l’exon 19 de 12 nucléotides dans 45% des cas ou une mutation ponctuelle dans l’exon 
21 changeant la Leucine en position 858 par une Arginine (L858R) dans 40% des cas. Ces 2 
anomalies génétiques sont associées à une phosphorylation plus importante de l’EGFR 
(Lynch et al., 2004). De plus, il a été montré en 2004 que les patients présentant ces 
mutations répondaient mieux au gefitinib, inhibiteur de l’activité tyrosine kinase du récepteur 
à l’EGF (Dahabreh et al., 2010; Paez et al., 2004). Ces mutations sont retrouvées de façon 
significativement plus nombreuses dans les carcinomes bronchioloalvéolaires et les 
adénocarcinomes que dans les épidermoïdes (respectivement 26%, 6% et 0%) (Marchetti et 
al., 2005) mais elles sont également plus présentes chez les patients non fumeurs. 
Récemment, les inhibiteurs de ce récepteur ont été utilisés en première ligne de traitement 
chez les patients atteints de ces mutations activatrices (Maemondo et al., 2010) et des 
études sont en cours pour utiliser ces marqueurs biologiques comme des facteurs prédictifs 
de réponse aux traitements.  
Cependant, malgré cette réponse favorable, tous les patients portant ces mutations 
finissent par devenir résistants. Plus de 50% des patients ayant acquis une résistance 
présentent une mutation changeant la thréonine en position 790 en une méthionine (T790M) 
au sein de l’exon 20 (Engelman and Janne, 2008). Cette mutation peut-être présente dès le 
début de la pathologie et sélectionnée par le traitement aux TKI ou être acquise plus 
tardivement. L’impact de cette mutation sur le plan diagnostic et pronostic reste incertain. La 
présence de la mutation T790M est le plus souvent associée à la mutation L858R et 
constitue un élément de mauvais pronostic sur la survie sans progression sous EGFR-TKI 
(Rossell, 2010). Des inhibiteurs spécifiques de la mutation T790M validés in vivo (Zhou et 
al., 2009) vont être testés dans des études cliniques prochainement. De plus, des inhibiteurs 
irréversibles tels que le BIBW2992 sont développés et les premiers résultats des essais 
cliniques sont attendus.  
L’activation de c-Met par amplification génique est également associée à la résistance 
aux TKI, ceci par réactivation de la voie PI3K/Akt (Engelman et al., 2007). Des inhibiteurs 
sont actuellement en développement. 
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L’activation de la voie PI3K/Akt située en aval du récepteur est aussi responsable d’un 
phénomène de résistance aux TKI. Ainsi, une activation d’Akt ou des dérégulations de ses 
effecteurs ou régulateurs tels que mTOR, PTEN ou PP2A ont été décrits comme pouvant 
être associés à une résistance acquise ou primaire et des inhibiteurs sont également en 





Ras est retrouvée mutée dans 20% des cancers (70 à 90 % dans les cancers du 
pancréas, 50% dans les cancers du colon et de 25 à 50% dans les cancers bronchiques) 
(Bos, 1989; Downward, 2003). Sa cascade de signalisation est donc l’une des plus étudiées 
en cancérologie. Ras est activée par de nombreux stimuli tels que les récepteurs aux 
facteurs de croissance qui une fois activés vont permettre le recrutement de Sos (Son of 
sevenless) au niveau du récepteur. Sos va permettre l’activation de Ras en favorisant sa 
liaison au GTP. En effet, Ras est une protéine appartenant à la famille des petites GTPases 
monomériques, elle cycle entre un état actif lié au GTP et un état inactif lié au GDP. Une fois 
liée au GTP, Ras pourra activer 2 grandes voies impliquées dans l’oncogenèse : la voie des 
MAP kinase et la voie de la PI3K (Figure 1) régulant ainsi diverses fonctions cellulaires telles 
que la prolifération, la transcription, la survie cellulaire (Dempke et al., 2010; Downward, 
2003; Rommel and Hafen, 1998; Young et al., 2009).  
Il existe 3 gènes différents découverts en 1982 présentant 85% d’identité: kras 
(Kirsten Rat Sarcoma), muté dans 85% des cancers, n-ras (Neuroblastoma Rat Sarcoma), 
dans 15% des cas et h-ras (Harvey Rat Sarcoma) dans moins d’1% (Downward, 2003). 
Dans les cancers bronchiques, Ras est uniquement retrouvée mutée dans les cancers non à 
petites cellules (10-20% des cas) et plus largement dans les adénocarcinomes où la presque 
totalité des mutations ont lieu sur le gène kras et plus particulièrement sur les codons 12 
(dans leur grande majorité), 13 et 61 (Rodenhuis and Slebos, 1990) conduisant à un blocage 
de l’hydrolyse du GTP et ainsi à une activation constitutive de la protéine conduisant à une 
activation non-contrôlée des voies situées en aval. Les mutations sur cet oncogène sont très 
largement retrouvées chez  les fumeurs. En effet 30% des adénocarcinomes de patients 
fumeurs présentent une mutation de KRas pour seulement 5% des non-fumeurs (Rodenhuis 
and Slebos, 1992). De plus, 70% des mutations retrouvées sont des transversions G-T dans 
le codon 12. Ces transversions sont causées par les adduits formés sur l’ADN par les 
hydrocarbones polycycliques et les nitrosamines retrouvés dans la fumée de cigarette 
(Slebos et al., 1991). Les mutations de kras dans les cancers du poumon sont associées à 
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un mauvais pronostic (Mascaux et al., 2005) et à une résistance aux traitements par les 
inhibiteurs de l’EGFR tels que le Cetuximab ou les TKI.  
Des molécules bloquant Ras ont été développées (Adjei, 2008). Ras pour être active 
et localisée à la membrane doit subir une isoprénylation, c'est-à-dire l’ajout d’un groupement 
lipidique sur la partie carboxy-terminale de la protéine (ce processus sera détaillé dans la 
suite de ce manuscrit).  Il existe 2 types de prénylation : la farnésylation qui consiste en 
l’ajout d’un groupe à 15 atomes de carbone ou la géranyl-géranylation où le lipide est 
constitué de 20 atomes de carbone. Cette modification permettra à la protéine de s’ancrer 
dans la membrane plasmique et ainsi d’être active (Khosravi-Far et al., 1992). Les 3 
protéines ne présentent pas la même prénylation. Ainsi H-Ras est uniquement farnésylée 
alors que K et N-Ras peuvent être également géranyl-géranylées lorsque la voie de la 
farnésylation est bloquée (Downward, 2003). Des inhibiteurs de la farnésyltransférase, les 
FTI ou de la géranyl-géranyltransférase, GGTI, bloquent ces modifications post-
traductionnelles et ont été étudiés dans les processus d’oncogenèse. H-Ras n’étant que très 
rarement mutée dans les cancers bronchiques, l’utilisation des FTI dans le traitement des 
cancers bronchiques montre peu de résultats. Il semblerait néanmoins que l’utilisation de 
telles molécules augmenterait la sensibilité aux taxanes utilisés en chimiothérapie 
conventionnelle (Besse et al., 2007). De nombreuses autres protéines sont elles aussi 
farnésylées et donc inhibées par les FTI ce qui expliquerait les résultats obtenus dans 
certains types de cancers. L’utilisation combinée des FTI et des GGTI a également été  























Figure 1 : Cascade de signalisation en aval de Ras 
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I-5-3-3 Autres oncogènes 
La famille des proto-oncogènes Myc est constituée de 3 homologues, N, C et L-Myc 
qui sont des facteurs de transcription régulant la progression du cycle cellulaire (Zajac-Kaye, 
2001). C-Myc est surexprimée dans 80 à 90% des CBPC et seulement dans 10% des 
CBNPC. De plus, son amplification est associée à un mauvais pronostic et à une mauvaise 
réponse à la chimiothérapie. L et N-Myc sont amplifiées, quant à elles, dans les tumeurs 
neuroendocrines pulmonaires (Duarte and Paschoal, 2006). De plus, des expériences 
menées chez la souris ont permis de mettre en évidence un rôle pro-métastatique de Myc 
dans les CBNPC (Rapp et al., 2009). 
En 2007, une nouvelle anomalie génétique a été retrouvée dans les CBNPC, il s’agit 
d’une inversion sur le bras court du chromosome 2 qui conduit à la fusion du gène EML4 et 
ALK. L’expression de cette protéine de fusion conduit à la transformation des cellules 
NIH3T3 (Soda et al., 2007). Cette inversion chromosomique est plus fréquemment retrouvée 
chez les personnes non-fumeuses et dans les adénocarcinomes (environ 9% des patients). Il 
existe différents variants qui se distinguent les uns des autres par la partie de EML4 
fusionnée sur ALK. Mais le domaine super-enroulé est toujours présent permettant ainsi la 
dimérisation de la protéine de fusion et donc l’activation non contrôlée de l’activité tyrosine 
kinase de ALK (Sasaki et al., 2010). Cette dernière est connue pour induire des lymphomes 
anaplasiques à grandes cellules et des inhibiteurs de son activité tyrosine kinase ont donc 
été développés. Ces inhibiteurs sont en cours d’étude dans le traitement des CBNPC. 
D’autres oncogènes peuvent être retrouvés mutés de façon plus anecdotique dans 





I-5-4 Modifications epigénétiques 
Les modifications epigénétiques sont des modifications réversibles ne touchant pas la 
séquence nucléotidique de l’ADN. Il existe 2 grands types de modifications epigénétiques : la 
méthylation de l’ADN et l’acétylation des histones. 
La méthylation se fait en position 5 de la cytosine des ilôts CpG, zones riches en 
dimères de cytosine-guanosine souvent présentes dans les régions promotrices des gènes. 
La méthylation de l’ADN conduit à une diminution d’affinité des facteurs de transcription pour 
les promoteurs ainsi qu’à la liaison de protéines, telles que MeCP1 et 2, qui ont une affinité 
forte pour les groupements méthyles et qui vont ainsi se lier sur ces domaines empêchant 
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les facteurs de transcriptions d’atteindre les promoteurs. La méthylation est donc liée à une 
diminution de la transcription des gènes et à leur inactivation (Baylin, 2002). Les protéines 
responsables de la liaison de ces groupements méthyles sont les DNA methyltransférases 
ou DNMT qui sont au nombre de 3. DNMT2 ne méthyle pas l’ADN mais les petits ARN, 
DNMT1 permet la méthylation lors de la réplication de l’ADN et DNMT3 est la seule qui 
permet la méthylation de novo. La surexpression de DNMT1 est un marqueur précoce de 
l’oncogenèse pulmonaire (Tang et al., 2009b). L’hyperméthylation est très fréquente dans les 
cancers bronchiques et de nombreux gènes suppresseurs de tumeur sont hypermethylés 
dans les cancers du poumon (p16, RASSF1, MGMT, E-Cadhérine…). De plus, le degré de 
méthylation augmente avec la progression tumorale et c’est un phénomène très précoce lors 
de l’oncogenèse pulmonaire. Elle pourrait donc servir de marqueur relatif de risque de 
développer un cancer du poumon en mesurant le nombre de biomarqueurs méthylés comme 
cela est illustré dans les travaux de Belinsky (Belinsky, 2004).  
L’acétylation se fait sur la lysine de l’extrémité C-terminale des histones. Sous la 
forme hyper-acétylée, la chromatine se décompacte laissant ainsi la place aux facteurs de 
transcription alors que dans leur forme hypo-acétylée, les histones compactent l’ADN 
bloquant ainsi la liaison avec ces facteurs. Cette acétylation est régulée par les Histone 
DéACétylases ou HDAC et par les Histones AcétylTransférases ou HAT qui sont dérégulées 
dans les cancers (Archer and Hodin, 1999). Un inhibiteur d’HDAC, le SAHA a été montré 
comme inhibant la prolifération de lignées cellulaires issues de CBNPC (Komatsu et al., 




I-5-5 Les miARNs et le cancer bronchique 
Les micro-ARNs sont des petits ARNs, de 18 à 25 nucléotides, non codants dont 
l’expression est souvent dérégulée dans les cancers. Lin4 est le 1er miARN découvert chez 
C. Elegans dans les années 90 (Lee et al., 1993). Depuis, plusieurs centaines de miARNs 
ont été annotés dans le génome humain mais des études de bioinformatiques laissent à 
penser qu’il en existerait plus d’un millier. De plus, 1 miARN peut réguler l’expression de plus 
de 200 gènes cibles en se fixant sur la région 3’ non traduite de l’ARNm et en inhibant leur 
traduction ou en induisant la dégradation de ces ARNs messagers cibles. Plus d’un tiers des 
ARNm peuvent être reconnus par ces petits ARNs non codants. 
 Ils sont généralement organisés en cluster et peuvent être localisés dans des introns de 
gènes codant pour des protéines ou des régions non codantes de l’ADN. Ils sont 
généralement transcrits par la ARN polymérase II mais ceux localisés à proximité d’ARN de 
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transfert ont été montrés comme étant le produit de l’ARN polymérase III qui permet la 
transcription de ces ARNt (Giannakakis et al., 2007). 
Au début des années 2000, le lien entre la dérégulation  de l’expression des miARNs et 
l’apparition de cancers apparait (Calin et al., 2002). En effet, environ 50% de ces petits 
ARNs sont localisés dans des régions chromosomiques associées aux cancers. De plus, ils 
sont sensibles aux modifications epigénétiques telles que la méthylation (50% sont associés 
à des ilôts CpG) et l’acétylation des histones qui sont fréquemment dérégulées dans les 
cancers et plus particulièrement dans les cancers bronchiques. 
Les miRNAs de la famille let7 sont diminués dans 50% des cancers du poumon et sont 
associés à un mauvais pronostic et leur diminution induit une résistance aux rayons (Tong 
and Nemunaitis, 2008). De plus, leur ré-expression inhibe la transformation de cellules A549 
d’adénocarcinomes pulmonaires (Takamizawa et al., 2004). Bien que la famille let7 soit 
réprimée dans les CBNPC, let7a-3 est, quand à lui, hypométhylé et donc sur-exprimé dans 
ces mêmes tumeurs participant ainsi à l’oncogenèse (Brueckner et al., 2007). D’autres 
miARN sont également surexprimés comme par exemple miR-21 et miR-155 dont la 
présence dans les expectorations permet le diagnostic de CBNPC de manière plus fiable 
qu’une étude cytologique (Xie et al., 2010). De nombreux miRNA, impliqués dans des 
fonctions très variées, sont dérégulés dans les cancers bronchiques (Du and Pertsemlidis, 
2010). Mais une étude récente a mis en évdence une corrélation entre le profil d’expression 
des miARN et les mutations observées (Dacic et al., 2010). Ainsi, le miR-25 est surexprimé 
dans les cancers présentant une mutation de l’EGFR, miR-495 quand une mutation de KRas 
est présente et miR-155 est surexprimé dans les tumeurs ne présentant de mutation ni pour 
l’EGFR ni pour KRas. 
De par leur forte implication dans les processus de tumorigenèse, des moyens 
thérapeutiques visant ces petits ARNs non codants sont en cours d’étude par vectorisation 
de molécules inhibitrices, comme les antagomirs qui sont des petits ARNs dirigés contre des 
miARNs, ou vectorisation des miARNs directement afin de les ré-exprimer dans la tumeur 








II- MIGRATION, INVASION ET DISSEMINATION 
METASTATIQUE 
II-1 Généralités 
Différentes étapes sont nécessaires à l’apparition de métastases dans les organes 
situés à distance de la tumeur primitive (Figure 2). En effet, après avoir subi des 
modifications qui leur ont permis d’acquérir des capacités prolifératives et de former une 
tumeur localisée aussi appelée carcinome in situ, les cellules tumorales vont subir de 
nouvelles modifications qui leur permettent alors de se détacher de la tumeur primaire, de 
traverser la membrane basale sous-jacente et d’envahir le tissu sain avoisinant afin de 
former un carcinome invasif plus agressif (Hunter et al., 2008; Sahai, 2007; Steeg, 2006; 
Thiery, 2002). Ces modifications cellulaires sont regroupées sous le terme de Transition 
Epithelio-Mésenchymateuse (TEM). Les cellules tumorales induisent la néo-angiogenèse 
afin de permettre l’apport de nutriments et d’oxygène nécessaires à la croissance de la 
tumeur. Les cellules tumorales peuvent alors traverser la paroi des vaisseaux sanguins ou 
lymphatiques situés dans la tumeur par un phénomène appelé intravasation. Les cellules qui 
survivront aux contraintes physiques dues à la circulation sanguine mais également à 
l’absence d’adhérence sur une matrice extracellulaire pourront alors s’arrêter au niveau d’un 
organe et sortir de la circulation par extravasation. Une fois au sein du nouvel organe, les 
cellules tumorales restent en dormance un certain temps pouvant aller de quelques mois 
(CBPC) (Hoffman et al., 2000) à plusieurs années voire dizaine d’années (carcinomes 
mammaires) (Karrison et al., 1999). Ensuite, lorsqu’un signal extérieur induira la prolifération 
de ces cellules, elles formeront alors des macrométastases (Geiger and Peeper, 2009).  
Le processus métastatique est un processus très peu efficace (Cameron et al., 2000; 
Weiss, 1990). En effet, seulement 0.01% des cellules injectées dans la circulation sont 
capables de former des métastases (Mehlen and Puisieux, 2006). De nombreuses étapes 
sont critiques et les cellules doivent lutter contre l’apoptose et l’anoïkis. De plus, il semblerait 
que le processus métastatique débute très tôt dans l’oncogenèse bien que les macro-
métastases ne se développent que plus tardivement. 
Un certain nombre de gènes sont pro-migratoires comme le TGFβ, ERK, les MMP, les 
protéines Rho mais d’autres inhibent cette migration cellulaire et l’apparition de métastases, 
on parle alors de Gène Suppresseurs de Métastases ou GSM (Shevde and Welch, 2003; 






















II-2 La transition épithélio-mésenchymateuse 
Les tissus épithéliaux sont très structurés et les cellules qui les composent sont 
polarisées et fortement reliées les unes aux autres afin de permettre la déformation du tissu. 
Elles sont aussi fortement ancrées à la membrane basale, couche de matrice extra-cellulaire 
fine et de composition particulière située sous le pôle basal des cellules. Pour migrer, les 
cellules doivent acquérir différentes capacités qui leur pemettront de se détacher de la 
tumeur primaire et donc de leurs voisines mais également de traverser la membrane basale 
sous-jacente et de se déplacer dans la Matrice Extra-Cellulaire (MEC) (Geiger and Peeper, 
2009; Kalluri and Weinberg, 2009; Thiery and Sleeman, 2006). 
La transition epithelio-mésenchymateuse ou TEM regroupe 4 grands types de 
modifications : le remodelage du cytosquelette, une modification des interactions 
intercellulaires, des interactions avec la matrice extra-cellulaire sous-jacente et une 
dégradation de cette MEC par des protéases, les MMP (Lauffenburger and Horwitz, 1996; 
Thiery and Sleeman, 2006). Elle est caractérisée par l’acquisition de marqueurs cellulaires 
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retrouvés dans les cellules mésenchymateuses tels que la N-Cadhérine, la vimentine, la 
ténascine C, mais également par la perte de marqueurs épithéliaux comme la E-Cadhérine, 
la cytokératine et  l’occludine (Christofori, 2006; Jechlinger et al., 2003) (Figure 3).  
La TEM n’a pas lieu uniquement dans des conditions pathologiques, elle est 
responsable lors de l’embryogenèse de la gastrulation (Thiery et al., 2009) mais également 
de la réparation des tissus lorsque ceux-ci sont endommagés (Kalluri and Weinberg, 2009). 
De nombreux gènes impliqués dans le développement sont d’ailleurs ré-exprimés dans les 













Figure 3 : Les différents éléments de la Transition Epithélio-Mésenchymateuse (TEM) (D’après 




II-2-1 Le cytosquelette 
Lorsque les cellules tumorales acquièrent des capacités migratoires, elles modifient 
leur morphologie afin de se déplacer dans la matrice extracellulaire. Les GTPases de la 
famille Rho telles que Rac, Cdc42, RhoA sont largement impliquées dans le remodelage du 
cytosquelette d’actine (Heasman and Ridley, 2008; Ridley, 1999, 2001).  
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Dans les modèles de migration en 2 dimensions, comme les tests de cicatrisation, les 
cellules tumorales émettent 2 types distincts de prolongements cellulaires, les lamellipodes, 
larges extensions membranaires, régulés par la protéine Rac et les filopodes qui sont de fins 
et longs prolongements et dont la formation est induite par Cdc42 (Hall, 1998, 2005; 
Raftopoulou and Hall, 2004; Ridley, 2006). La cellule en migration émet ces prolongements 
afin d’avancer. Lors de la formation des lamellipodes, Rac en régulant N-WASP et WAVE, 2 
de ses effecteurs, contrôle l’activité du complexe Arp2/3 qui permet le branchement de 
nouveaux filaments permettant ainsi la formation d’un réseau d’actine dense sous la 
membrane plasmique au front de migration (Le Clainche and Carlier, 2008; Yilmaz and 
Christofori, 2009) (Figure 4). Par une polymérisation vers le front de migration et une 
dépolymérisation à l’arrière, les lamellipodes progressent tels un « tapis roulant », les 
filaments d’actine ont un turn-over rapide (Le Clainche and Carlier, 2008).  L’augmentation 
d’expression de WAVE2 et de Arp2/3 est associée à un mauvais pronostic dans les cancers 
du sein (Iwaya et al., 2007a) et du foie (Iwaya et al., 2007b). Les filopodes sont des 
structures plus fines servant à la détection des chimioattractants ou des nutriments présents 
dans le milieu. Leur formation met en jeu différentes protéines  comme la fascine, VASP ou 
mDia qui permettent la polymérisation de l’actine mais sans embranchement contrairement 
aux lamellipodes (Svitkina et al., 2003; Yilmaz and Christofori, 2009). La fascine est 
surexprimée dans de nombreux cancers et est également corrélée à un mauvais pronostic 
comme dans les carcinomes gastriques (Hashimoto et al., 2004), pulmonaires (Pelosi et al., 
2003) et les cancers du sein (Rodriguez-Pinilla et al., 2006). Les protéines Rho sont quant à 
elles impliquées dans la formation des fibres de stress (Allal et al., 2002; Ridley and Hall, 
1992)  et les forces de contraction induisant ainsi la rétractation de la cellule (Friedl and Wolf, 
2003; Yamazaki et al., 2005). Elles sont également impliquées dans la mise en place des 
adhésions focales qui sont le point d’ancrage des cables d’actine tirant ainsi la cellule vers 
l’avant (Nobes and Hall, 1995a; Raftopoulou and Hall, 2004). Les protéines Rho induisent la 
polymérisation des filaments d’actine via la régulation de l’effecteur mDia (Wallar and 
Alberts, 2003) et de la profiline (Narumiya et al., 2009) mais également via ROCK, un autre 
effecteur des protéines Rho qui active la protéine LIMK inhibant ainsi la dépolymérisation 
des filaments et permet le mantien des fibres de stress (Maekawa et al., 1999; Titus et al., 
2005). L’effecteur ROCK induit également la mise en place des forces de contraction via 
l’activation par phosphorylation de la MLC (Myosine Light Chain) conduisant à la contraction 
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Figure 4 : Illustration schématique de l’organisation du cytosquelette d’actine lors de la migration 
cellulaire (D’après le Clainche et al., 2008) 
 
Pour avancer, la cellule tumorale doit donc remanier son cytosquelette d’actine afin 
d’émettre des prolongements lui permettant de s’ancrer via la mise en place d’adhésions 
focales mais aussi de mettre en place des forces de contraction afin de rétracter l’arrière de 
la cellule et donc de défaire les adhésions focales qui s’y trouvent. Ceci se répétant pour que 
la cellule continue d’avancer (Figure 5). 
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1 Protrusions de pseudopodes 2 Formation des points focaux d’adhérence
4 Contraction acto-myosine
3 Protéolyse de la MEC


















Figure 5 : Les 5 étapes de la migration cellulaire en 2D (D’après Friedl et al., 2003) 
 
Dans des modèles d’étude de migration en 3D, les cellules ne projettent plus des 
lamellipodes ou des filopodes mais des structures capables de dégrader la MEC appelées 
invadopodes (Ayala et al., 2006; Yamaguchi and Condeelis, 2007). Les invadopodes sont 
des structures similaires aux podosomes, prolongements cellulaires induisant la dégradation 
de la MEC mis en évidence dans les macrophages, mais également retrouvés dans les 
cellules tumorales et qui ont une dynamique plus rapide (Artym et al., 2010). V-Src induit la 
polymérisation de l’actine et la formation d’invadopodes (Chen, 1989; Oser et al., 2009). Ce 
sont des structures protusives riches en actine qui permettent à la cellule de concentrer la 
sécrétion de MMP, plus particulièrement MT1-MMP, MMP2 et MMP9 (Poincloux et al., 2009; 
Weaver, 2006), en un point précis afin de dégrader la MEC. In vitro, les invadopodes sont 
d’ailleurs visualisés par colocalisation de la dégradation d’une matrice fluorescente et du 
marquage de l’actine (Chen, 1989). Les invadopodes sont riches en filament d’actine (Tolde 
et al., 2010) mais également en protéines associées comme N-WASP, Arp2/3 qui permettent 
la formation des prolongements (Desmarais et al., 2009; Oser et al., 2009; Yamaguchi et al., 
2005a) et la cortactine qui se localise à l’endroit où l’invadopode va se former (Artym et al., 
2006). Se localisent également dans ces structures, des molécules impliquées dans la 
signalisation cellulaire comme des tyrosines kinases, des protéines Rho mais aussi les 
molécules d’adhérence, les intégrines (Buccione et al., 2009). In vivo, les invadopodes sont 
 37
importants dans le phénomène d’intravasation et d’extravasation (Wang et al., 2002; 
Yamaguchi et al., 2005b). 
 
L’expression des filaments intermédiaires est modifiée durant la migration cellulaire. 
En effet, les cellules epithéliales ont un cytosquelette intermédiaire constitué de cytokératine 
dont l’expression est diminuée lors de la TEM pour être remplacée par la vimentine exprimée 
dans les cellules mésenchymateuses (Thiery and Sleeman, 2006). Des cellules traitées par 
le TGFβ, inducteur de la TEM, présentent une morphologie plus allongée et une 
augmentation d’expression de la vimentine (Nishioka et al., 2010). De plus, la vimentine est 
retrouvée exprimée dans les cellules à fort potentiel invasif (Nishioka et al., 2010; Polette et 
al., 1998) et sa déplétion inhibe la migration et l’adhésion cellulaire (Gilles et al., 1999; 
Ivaska et al., 2007). 
 
Les microtubules sont égalements impliqués dans la régulation de la migration et de 
l’invasion. En effet, ce sont des structures importantes de la formation des podosomes et des 
invadopodes. La kinésine KIF1C permet la localisation de ces podosomes et son inhibition 
est corrélée à une diminution de leur dynamique (Kopp et al., 2006). Cependant, l’inhibition 
de leur polymérisation ne diminue que très légèrement la migration (Bijman et al., 2008), 
bien qu’une étude récente  ait montré que le docetaxel, taxane inhibant la dépolymérisation 
des microtubules, bloque l’invasion de cellules issues de cancers de la tête et du cou 




II-2-2 Les interactions cellules-cellules 
Les cellules épithéliales sont fortement reliées les unes aux autres afin de maintenir 
l’intégrité et la déformabilité des tissus. Les cadhérines sont les protéines les plus largement 
impliquées dans la formation des jonctions adhérentes. Les cadhérines sont des protéines 
transmembranaires qui nécessitent la liaison au calcium pour être actives. Elles se lient de 
manière homophilique permettant ainsi la liaison entre 2 cellules d’un même tissu. Elles 
interagissent via leur domaine carboxy-terminal avec les caténines qui permettent de faire le 
lien avec les micro-filaments d’actine (Figure 6). Il existe 4 types de cadhérines différentes : 
la P-Cadhérine, retrouvée dans le placenta, la VE-Cadhérine, dans les cellules 
endothéliales, la E-Cadhérine dans les cellules épithéliales et la N-Cadhérine dans le tissu 
nerveux et les cellules mésenchymateuses. Il existe également les cadhérines constituant 
les desmosomes telles que les desmogléines, au nombre de 4, et les desmocollines, au 
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nombre de 3. Les cadhérines impliquées dans la formation des desmosomes interagissent 
avec les filaments intermédiaires et les protéines de plaque faisant le lien sont la 
desmoplakine ou la plakoglobine (Dusek et al., 2007). 
Les cadhérines et protéines associées sont très fréquement impliquées dans les 
processus de migration et d’invasion. Lors de la transition épithélio-mésenchymateuse, 
l’expression de la E-Cadhérine est diminuée au profit de la N-Cadhérine (Cavallaro and 
Christofori, 2004), notamment dans les cancers bronchiques (Kato et al., 2005), 
pancréatiques (Nakajima et al., 2004) ou de la sphère ORL (Pyo et al., 2007), qui est 
également associée à un mauvais pronostic (Hirohashi, 1998) et à une progression tumorale 
(Agiostratidou et al., 2007). Dans un petit nombre de cancers, le gène codant pour la E-
Cadhérine, CDH1, est muté conduisant à une protéine non-active.  Mais dans la majorité des 
cas, son expression est régulée de manière transcriptionnelle via l’activation de répresseurs 
de sa transcription tels que Snail ou Slug ou par hyperméthylation de son promoteur. Les 
MMP sécrétées par les cellules tumorales ou stromales pour migrer à travers la MEC clivent 
également la partie extracellulaire de la E-Cadhérine inhibant ainsi les interactions cellules-
cellules (Cavallaro and Christofori, 2004).  
La modulation d’expression de ces cadhérines permet d’amplifier le phénotype 
transformant des cellules. La réexpression de la E-cadhérine  réverse le phénotype 
mésenchymal et inhibe l’invasion des cellules tumorales (Vleminckx et al., 1991) alors que 
l’expression ectopique de la N-Cadhérine donne le résultat inverse (Hazan et al., 2000). De 
plus, la cadhérine E interagit avec la β-caténine qui est relarguée dans le cytoplasme 
lorsqu’elle n’interagit plus avec la cadhérine. Elle sera alors transloquée dans le noyau où 
elle formera un complexe avec le facteur de transcription TCF induisant la transcription de 
gènes impliqués dans la prolifération cellulaire (cMyc, Cycline C1…) ou la migration (MMP7, 
Fibronectine…) amplifiant donc le processus oncogénique (Birchmeier, 2005; Jeanes et al., 


















II-2-3 Les interactions cellules-Matrice Extra-Cellulaire 
La matrice extracellulaire est un réseau supramoléculaire entourant les cellules 
épithéliales. Elle est constituée de collagène (28 différents), d’élastine, de protéoglycanes 
(permettant la résistance aux forces de compression) et de protéines d’adhérence comme la 
laminine, la fibronectine ou la vitronectine. La composition de la MEC varie très fortement en 
fonction des organes. La membrane basale, située juste sous les tissus épithéliaux, est une 
couche de matrice de composition spécifique et particulièrement riche en laminine et en 
collagène de type 1 à 4. 
Les principaux récepteurs cellulaires aux constituants de la MEC sont les intégrines. 
Ce sont des glycoprotéines composées de 2 sous-unités α et β reliées par des liaisons non 
covalentes. La sous-unité α lie des cations divalents comme Ca2+ ou Mg2+ nécessaires au 
fonctionnement des intégrines. Il existe 18 sous-unités α et 8 β qui en s’associant forment 24 
intégrines différentes (Figure 7) (Rathinam and Alahari, 2010). Chaque dimère a sa propre 
spécificité de liaison pour des protéines de la MEC (Tableau 4) (Takada et al., 2007). En 
effet, elles se lient préférentiellement avec le collagène, la laminine ou une séquence RGD 
(Arginine-Glycine-Acide Aspartique) retrouvée dans la vitronectine ou la fbronectine. Il existe 
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également des intégrines spécifiques des leucocytes. Les intégrines interagissent via leur 
domaine intracellulaire avec de nombreuses protéines comme la Taline, la Vinculine et l’α-
actinine qui permettent de faire le lien avec le cytosquelette d’actine. Les intégrines se 
regroupent pour former des zones d’ancrage à la MEC appelées points focaux d’adhérence 
(Sastry and Burridge, 2000) qui contiennent de nombreuses protéines telles que la vinculine, 
paxilline, taline, ect (Figure 8). 
L’expression des différentes intégrines est modifiée lors du processus tumoral et les 
intégrines exprimées à la surface varient en fonction des cellules étudiées. Les intégrines 
impliquées dans la liaison à la lame basale telles que α6β4, α6β1, αVβ5, α2β1 et α3β1 sont 
généralement réprimées dans les tumeurs afin de permettre aux cellules de se détacher de 
la MEC mais d’autres sont très souvent surexprimées, c’est le cas notament de αVβ3, α5β1 
et αvβ6 (Brooks et al., 2010; Desgrosellier and Cheresh, 2010). L’expression des intégrines 
peut également varier en fonction des matrices traversées par les cellules tumorales, ainsi 
que lors de la progression tumorale. Ainsi, dans le cancer du sein, l’intégrine α6β4 est 
réprimée dans les premiers stades puis sa ré-expression est associée à un mauvais 
pronostic dans les stades plus tardifs de l’oncogenèse (Folgiero et al., 2007).  
Dans le cancer du poumon, une diminution générale de l’expression des intégrines a 
été mise en évidence et fréquemment celle de α3β1, récepteur à la laminine, très présente 
dans la MEC pulmonaire (Barr et al., 1998). Cependant, les intégrines α1β1 et α2β2, 
récepteurs du collagène, sont surexprimées dans les épidermoïdes (Gogali et al., 2004). De 
plus, l’expression de α5β1 est corrélée à l’invasion des ganglions lymphatiques suggérant 
donc un rôle pro-migratoire de cette intégrine (Han et al., 2003). De plus, la perte 
d’expression de αV est liée à un mauvais pronostic dans les tumeurs pulmonaires ne 
présentant pas d’envahissement ganglionnaire (Smythe et al., 1997). A l’inverse, la 
surexpression de l’intégrine αVβ3 est associée à une agressivité des cancers bronchiques 

























































Les intégrines induisent des cascades de signalisation impliquées aussi bien dans la 
prolifération cellulaire que dans la migration amplifiant ou bloquant le processus 
oncogénique. En effet, 2 kinases interagissent avec le domaine cytoplasmique de la sous-
unité β, la Serine-Threonine kinase ILK (Integrin Linked Kinase) et la Tyrosine kinase FAK 
(Focal Adhesion Kinase) permettant  l’activation des voies en aval telles que PI3K/Akt, les 
Rho (Hood and Cheresh, 2002; Skuli et al., 2009), les MAPK (Hehlgans et al., 2007). La 
surexpression des sous-unités αV et β3 dans des lignées de mélanome est associée à 
l’augmentation de leur pouvoir invasif. De même que celle de α3β1 dans les 
hépatocarcinomes (Tang et al., 2009a). La surexpression de α5β1 diminue la transformation 
de cellules transformées par v-Src (Hood and Cheresh, 2002). αVβ3 est nécessaire à la 
formation de métastases et à la survie des cellules dans la circulation sanguine (Felding-
Habermann, 2003) et induit la sécrétion de MMP9 (Chen et al., 2009b). De part leur 
implication dans de nombreuses fonctions liées à l’oncogenèse, des inhibiteurs des 
différentes intégrines ont été développés et testés dans des études cliniques avec des 
résultats encourageants (Desgrosellier and Cheresh, 2010; Hehlgans et al., 2007). Le 
cilengitide (inhibiteur de l’intégrine αVβ3, Merck) fait actuellement l’objet d’un essai de phase 
I chez les patients atteints d’un cancer bronchique de stade IIIB à l’institut Claudius Regaud 






















α1β1 Laminine, Collagène 
α2β1 Laminine, Collagène, Thrombospondine, E-Cadhérine, tenascine 
α3β1 Laminine, Thrombospondine, uPAR 
α4β1 Thrombospondine,MAdCAM-1, V-CAM-1, Fibronectine, Ostéopontine, ADAM, ICAM-4 
α5β1 Fibronectine, Ostéopontine, Fibrilline, Thrombospondine, ADAM, COMP, L1 
α6β1 Laminine, Thrombonspondine, ADAM, Cyr61 
α7β1 Laminine 
α8β1 Tenascine, Fibronectine, Ostéopontine, Vitronectine, LAP-TGFβ, Néphronectine 
α9β1 Tenascine, VCAM-1, Ostéopontine, uPAR, plasmine, angiostatine, ADAM, VEGF-C, VEGF-D 
α10β1 Laminine, Collagène 
α11β1 Collagène 
αVβ1 LAP-TGFβ, Fibronectine, Ostéopontine, L1 
αLβ2 ICAM, ICAM-4 
αMβ2 ICAM, iC3b, Fibrinogène, ICAM-4, Héparine, facteur X 
αXβ2 ICAM, iC3b, Fibrinogène, ICAM-4, Héparine, Collagène 
αDβ2 ICAM, VCAM-1, Fibrinogène, Fibronectine, Vitronectine, vWF, Cyr61, Plsminogène 
αIIbβ3 Fibrinogène, Thrombospondine, Fibronectine, Vitronectine, vWF, Cyr61,  ICAM-4, L1, CD40L 
αVβ3 
Fibrinogène, Vitronectine, vWF, Thrombospondine, Fibrilline, Tenascine, 
PECAM-1, Fibronectine, Ostéopontine, BSP, MFG-E8, ADAM-15, COMP, 
Cyr61, ICAM-4, MMP, FGF-2, uPA, uPAR, L1, ngiostatine, Plasmine, 
Cardiotoxine, LAP-TGFβ, Del-1 
α6β4 Laminine 
αVβ5 Vitronectine, Ostéopontine, BSP, CCN3, LAP-TGF 
αVβ6 LAP-TGFβ, Fibronectine, Ostéopontine, ADAM 





Tableau 4: Spécificité de liaison des différentes intégrines humaines (D’après Takada, 2007) 
 
Abbréviations : ADAM (A Disintegrin And Metalloprotease), BSP (Bone Sialic Protein), CCN3 
(extracellular matrix protein), COMP (Cartilage Oligomeric Matrix Protein), Cyr61 (Cystein rich protein 
61), L1 (CD71), LAP-TGFb (TGFb Latency-Associated Peptide), iC3b (inactivated Complement 
component 3), PECAM-1 (Platelet and Endothelial Cell Adhesion Molecule 1), uPA (Urokinase), 





II-2-4 La protéolyse de la matrice extracellulaire 
Les cellules tumorales doivent dégrader la MEC afin de traverser la lame basale et 
d’aller envahir le tissu avoisinant. Ce processus est pris en charge par les MMP, 
endopeptidases zinc dépendantes, capables de dégrader les composants de la MEC. Chez 
l’homme, les MMP sont au nombre de 24, elles sont sécrétées sous forme de pro-MMP 
inactives et sont activées par clivage du domaine pro dans le milieu extra-cellulaire par 
d’autres MMP ou protéases appartenant à des familles différentes. Les MMP sont sécrétées 
dans le milieu extracellulaire sauf pour 4 d’entres elles qui sont membranaires, MT-MMP 1 à 
4 (Bjorklund and Koivunen, 2005; Egeblad and Werb, 2002). Les TIMP (Tissue spécific 
inhibitors of MMP) sont des inhibiteurs des MMP. Les MMP sont généralement surexprimées 
dans un très grand nombre de cancers épithéliaux et leur expression est associée à la 
progression tumorale et est corrélée à un mauvais pronostic (Cheng et al., 2010; Koskensalo 
et al., 2010; Michael et al., 1999; Qian et al., 2010; Sounni and Noel, 2005; Vihinen et al., 
2005) (Tableau 5). Les mutations des MMP sont relativement rares. Cependant, MMP23 
subit une translocation dans les neuroblastomes, MMP24 est amplifiée (Egeblad and Werb, 
2002) et MMP8 est mutée dans 23% des mélanomes (Lopez-Otin et al., 2009). 
Les MMP ont d’abord été étudiées pour leur rôle dans la dégradation de la MEC et 
donc dans l’invasion tumorale. En effet, la grande majorité induisent l’augmentation du 
potentiel invasif (Bjorklund and Koivunen, 2005; Deryugina and Quigley, 2006) comme la 
MMP11 (Cheng et al., 2010), la MMP-2 (Waleh et al., 2010) et MT-MMP1, un activateur de la 
MMP-2 (Sato et al., 2005). Cependant, les MMP sont également impliquées dans la 
prolifération et la survie cellulaire ainsi que dans la TEM (Kessenbrock et al., 2010), en 
clivant par exemple les protéines de la MEC, comme la laminine 5 ou le collagène IV, les 
intégrines ayant moins d’affinité pour les protéines clivées (Rouselle P., 2002; Xu et al., 
2001). De même, elles sont capables de cliver la cadhérine E tout cela augmentant la 
mobilité des cellules tumorales. En dégradant la MEC, elles libèrent des facteurs de 
croissance tels que le TGFβ ou l’EGF induisant la prolifération cellulaire (Yu and 
Stamenkovic, 2000). Leur inhibition est liée à une diminution de la transformation cellulaire 
(Egeblad and Werb, 2002). Les MMP peuvent être sécrétées par les cellules tumorales mais 
également, et majoritairement, par les cellules stromales. En effet, des études in vivo ont mis 
en évidence que l’implantation de cellules tumorales exprimants les MMP forment moins de 
métastases pulmonaires dans des souris délétées pour MMP2 ou MMP9 que dans les souris 
sauvages (Itoh et al., 1999; Itoh et al., 1998). L’injection de neutrophiles MMP8 dans des 
souris délétées du gène suffit à inhiber l’apparition de métastases (Balbin et al., 2003). 
Cependant, certaines MMP semblent avoir un rôle anti-transformant comme MMP8 (Martin 
and Matrisian, 2007) ou MMP12 et d’autres ont des rôles qui varient en fonction de la 
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progression tumorale comme MMP26 (Lopez-Otin et al., 2009). En effet, un taux important 
de MMP26 dans les stades précoces de l’oncogenèse mammaire est corrélé à un pronostic 
favorable mais à un mauvais lorsqu’elle est exprimée dans les stades tardifs (Savinov et al., 
2006). 
De part leur implication dans de nombreuses fonctions cellulaires, des inhibiteurs des 
MMP ont été développés mais les résultats des essais cliniques sont plutôt décevants 
(Overall and Kleifeld, 2006; Overall and Lopez-Otin, 2002) en particulier dans les cancers 
bronchiques (Leighl et al., 2005). Ce sont des inhibiteurs à spectre large et ils inhibent aussi 
les MMP ayant des rôles anti-transformants. Ainsi, des inhibiteurs plus spécifiques ont été 
développés. Un inhibiteur spécifique de la MT1-MMP semble ainsi avoir des effets 
bénéfiques sur la migration et la croissance tumorale (Suojanen et al., 2009; Zucker and 
Cao, 2009) et un peptide inhibant MMP2 et 9 bloque la migration des cellules endothéliales 




Sein MMP2, 9 et 11 
CBNPC MMP2 et 9 
CBPC MMP3, 11 et MT-MMP1 
Mélanome MMP1, 3 et 13 
Ovaire MMP2 et 9 
Colorectal MMP1, 2, 3, 7, 9 et 13 
 




II-3 La dissémination métastatique 
II-3-1 Intravasation 
Pour coloniser les organes à distance, les cellules tumorales pénètrent dans la 
circulation sanguine ou lymphatique et doivent dégrader la lame basale de composition 
particulière et sécrètent donc des MMP qui peuvent être différentes de celles sécrétées lors 
de l’invasion locale. Ainsi, uPA et uPAR sont très impliquées dans l’intravasation (Leupold et 
al., 2007; Madsen et al., 2006; Ploug et al., 2001) alors que MMP9 et MMP2, très impliquées 
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dans l’invasion locale, semblent inhiber ce phénomène (Deryugina et al., 2005; Partridge et 
al., 2007). L’intravasation a été mise en évidence par des études de transplantation de 
cellules tumorales dans la membrane chorio-allantoïdienne d’embryon de poulet (Quigley 
and Armstrong, 1998) puis par des études de microscopie à fluorescence intravitale en 
suivant des cellules marquées par un fluorochrome (Li et al., 2000; Wyckoff et al., 2000). 
Pour entrer dans les vaisseaux, les cellules peuvent passer entre les cellules endothéliales, 
ce phénomène appelé migration paracellulaire nécessite l’activation de la MLCK (Myosine 
Light Chain Kinase) dans les cellules endothéliales, ou à travers celles-ci, la transmigration 
(Khuon et al., 2010). Les cellules tumorales interagissant avec les cellules endothéliales plus 
fortement que les cellules normales (Repesh and Fitzgerald, 1984) et les molécules 
d’adhérence sont impliquées dans le phénomène d’intravasation (Conn et al., 2008; Ramis-
Conde et al., 2009). La pénétration dans les vaisseaux lymphatiques serait plus simple que 
dans les vaisseaux sanguins car contrairement à ces derniers, leur lame basale est 
discontinue et ils ne sont pas entourés de péricytes (Wong and Hynes, 2006). C’est pourquoi 
les premiers signes de progression sont l’invasion des ganglions lymphatiques. Les facteurs 
de croissance sont également impliqués dans le processus d’intravasation. En effet, il a 
récemment été mis en évidence dans le cancer du sein, que le récepteur ERBB2, mais pas 
ERBB1, était nécessaire à l’entrée des cellules dans la circulation (Kedrin et al., 2009). 
Cependant, une autre étude menée dans des cellules mammaires de souris, MTLn3, montre 
l’implication du récepteur à l’EGF ou ERBB1 sur la dissémination métastatique (Xue et al., 
2006). Dans le cancer colorectal, il semblerait que l’intravasation se fasse de façon passive 
sans modification d’expression des molécules d’adhérence (Tien et al., 2004) mais qu’elle 




II-3-2 Survie dans la circulation sanguine 
Une fois dans la circulation sanguine, les cellules tumorales se retrouvent dans un 
environnement hostile à leur survie. En effet, elles ne sont plus entourées de MEC et elles 
sont soumises à la pression de la circulation sanguine (Mehlen and Puisieux, 2006). Les 
cellules épithéliales ayant perdu les interactions avec leurs voisines et avec la MEC 
enclenchent un programme de mort cellulaire appelé anoïkis (Frisch and Francis, 1994; 
Geiger and Peeper, 2009). Des études ont montré que les cellules saines entrant dans la 
circulation se fragmentent (Wyckoff et al., 2000). L’anoïkis induit la mort des cellules via 
l’activation des récepteurs de mort tels que FAS et TRAIL qui en activant FADD permettent 
l’activation de la caspase 8 (Simpson et al., 2008). Néanmoins, les cellules tumorales 
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peuvent résister à cette mort cellulaire (Glinskii et al., 2003). FLIP, un inhibiteur de la 
caspase 8, est retrouvé surexprimé dans les cellules tumorales et son inhibition permet 
d’induire la mort des cellules en suspension sans affecter leur survie dans des conditions 
d’adhérence (Simpson et al., 2008). De plus, les intégrines en interagissant avec la MEC 
inhibent cette cascade de signalisation. L’activation des intégrines ainsi que des kinases 
situées en aval telles que Src, FAK ou ILK, inhibe l’anoïkis. Or ces kinases sont fréquement 
suractivées dans les cancers (Geiger and Peeper, 2009). Les cadhérines sont également 
impliquées dans ce phénomène. En effet, l’inhibition de la N-Cadhérine induit une 
sensibilisation des cellules de mélanome à l’anoïkis (Grossmann, 2002) alors que celle de 
l’E-Cadhérine est associée à une protection des cellules mammaires contre cette mort 
cellulaire (Onder et al., 2008). De plus, les cellules tumorales mettent en place des 
interactions avec les cellules environnantes telles que les cellules sanguines et les cellules 
endothéliales (Brooks et al., 2010). Les cellules tumorales peuvent également interagir avec 
les plaquettes permettant ainsi de les protéger du système immunitaire et des contraintes 
physiques (Nguyen et al., 2009; Tsuruo and Fujita, 2008). De plus, pour survivre aux 
contraintes physiques dues à la pression sanguine, les cellules doivent être déformables et 
celles qui ont un petit diamètre et une grande élasticité survivent mieux dans la circulation 
(Mehlen and Puisieux, 2006). La détection des cellules tumorales circulantes ou CTC 
permettrait de pronostiquer plus précisément le taux de survie des patients. En effet, même 
si aucune métastase n’est encore développée, la présence de cellules tumorales dans la 
circulation sanguine serait le signe d’un risque de récidive. La détection de ces CTC dans le 
sang est en cours de développement par analyse de marqueurs épithéliaux comme EpCAM 
ou par un tri par la taille, les cellules tumorales épithéliales étant plus grandes que les 
cellules sanguines (Maheswaran and Haber, 2010; Pantel and Brakenhoff, 2004). Une étude 
a mis en évidence la capacité des CTC à recoloniser la tumeur primitive ce qui pourrait 
expliquer la récurrence locale après chirurgie. Ce phénomène également appelé « self-





Les cellules tumorales doivent ensuite s’arrêter dans les organes et sortir des 
vaisseaux sanguins ou lymphatiques. La raison de cet arrêt à certains sites reste 
controversée (Leber and Efferth, 2009; Miles et al., 2008; Sahai, 2007). En effet, certains 
organes sont le site préférentiel de développement de métastases dans certains cancers. 
Ainsi les cellules tumorales pulmonaires forment des métastases préférentiellement dans le 
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cerveau, les os, le foie, les poumons et les glandes surrénales. Selon Stephen Paget en 
1889, cette apparition de métastases dans certains organes serait due à la dépendance des 
cellules tumorales pour l’environnement de ces organes secondaires, hypothèse du « seed 
and soil » (Fidler, 2003). Mais certaines études montrent que l’arrêt des cellules tumorales 
est en fait dû à la diminution de la taille des vaisseaux (Chambers et al., 2002). 
Les cellules endothéliales expriment des molécules d’adhérence différentes en 
fonction des organes (Ruoslahti and Rajotte, 2000). Ainsi CXCR4, récepteur de la chimiokine 
CXCL12, serait responsable de l’extravasation de cellules tumorales (Gassmann et al., 
2009) or CXCL12 est exprimée dans les poumons, le foie, les ganglions lymphatiques et la 
moelle osseuse. Des cellules issues de cancer de la prostate adhèrent préférentiellement 
aux cellules endothéliales de la moelle osseuse, le cancer de la prostate métastasiant 
généralement aux os de même que les cellules issues de cancers mammaires (Miles et al., 
2008). Les leucocytes roulent sur l’endothélium avant de sortir de la circulation au site 
d’inflammation mais ce phénomène est rarement observé avec les cellules tumorales. 
Cependant la E-sélectine est impliquée dans la migration des cellules issues de cancers 
mammaires ou  du colon sur l’endothélium (Tozeren et al., 1995). D’autres études montrent 
que les cellules tumorales s’implantent dans certains organes en se laissant transporter par 
le flux sanguin et s’arrêtent non par adhésion sur l’endothelium mais par formation d’embols 
dus au rétrécissement des vaisseaux au niveau des organes (Chambers et al., 2002; Miles 
et al., 2008). Les cellules tumorales peuvent également se lier aux plaquettes qui formeront 
des caillots et permettront aux cellules de s’arrêter (Steeg, 2006; Tsuruo and Fujita, 2008).   
Les cellules doivent ensuite traverser la paroi des vaisseaux via un phénomène 
appelé Migration TransEndothéliale (MTE). Les intégrines sont importantes dans la 
régulation de cette MTE. Ainsi l’adhésion des cellules via α4β1, α6β1 et αVβ3 induisent cette 
extravasation (Miles et al., 2008). Les nouvelles techniques de microscopie à fluorescence 
intravitale ont permis de mettre en évidence cette migration transendothéliale (Condeelis et 
al., 2000; Schluter et al., 2006). La MTE a lieu quelques heures après l’adhésion sur les 
cellules endothéliales mais ce temps peut varier en fonction des cellules. Ainsi, les cellules 
de cancer du colon HT-29 pénètrent l’endothélium en quelques minutes (Haier et al., 2003) 
alors que les B16F1, issues de mélanome, mettent 8 h (Chambers et al., 1992). Les cellules 
tumorales induisent la rétractation des cellules endothéliales, pour traverser l’endothélium. 
Le mécanisme de rétraction est encore inconnu mais il semblerait que les cellules tumorales 
sécrètent du VEGF qui induit la perte des interactions entres les cellules endothéliales par 
perte de la VE-Cadhérine (Weis et al., 2004). De plus, certaines cellules induisent l’apoptose 
des cellules endothéliales et donc la rétractation non réversible (Heyder et al., 2006; Kebers 
et al., 1998). Les cellules de sarcome en s’arrêtant dans les vaisseaux sanguins de petite 
taille éclatent libérant des facteurs nécrotiques qui induisent une rupture locale des 
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vaisseaux ce qui permet aux autres cellules tumorales de sortir de la circulation (Weis et al., 
2004). Les cellules devront ensuite dégrader la lame basale qui entoure les cellules 




II-3-4 Formation des métastases à distance 
Les cellules tumorales ayant réussi à envahir un organe et à former des 
micrométastases, peuvent rester des semaines voir des années en dormance sur le site 
secondaire avant de proliférer et de former des macrométastases. La colonisation est l’étape 
la plus critique du processus métastatique. En effet, après injection dans la circulation, 80% 
des cellules de mélanome survivent dans la circulation et sortent des vaisseaux sanguins 
mais seulement 1/40 forment des micrométastases au 3ème jour et 1% seulement progresse 
pour former des métastases (Luzzi et al., 1998). Un grand nombre de cellules entre en 
apoptose très rapidement lorsqu’elles arrivent dans un nouvel organe (Wong et al., 2001) ou 
peut être éliminé par le système immunitaire (Boissonnas et al., 2007). Les cellules qui 
survivent et arrivent à s’implanter au site de métastase doivent proliférer pour former dans un 
premier temps les micrométastases puis des macrométastases. Or, bien que le processus 
métastatique appparaisse tôt dans l’oncogenèse, certaines tumeurs ne développent des 
métastases que des dizaines d’années plus tard (Karrison et al., 1999) alors que d’autres se 
développent très rapidement, en quelques mois (Hoffman et al., 2000). Entre le moment où 
elles envahissent un nouvel organe et le développement de la métastase, les cellules 
tumorales entrent en dormance, état quiescent où elles ne font pas ou peu d’apoptose et de 
prolifération (Luzzi et al., 1998). La différence de temps de latence serait due au fait que les 
gènes nécessaires à l’implantation dans les différents organes cibles soient déjà présents 
dans la tumeur primaire et les cellules s’adapteraient donc rapidement à leur nouvel 
environnement (Nguyen et al., 2009). L’état de dormance des cellules tumorales serait dû 
aux signaux envoyés par le nouvel environnement que les cellules perçoivent comme des 
signaux de stress par la modulation des voies ERK et p38 (Aguirre-Ghiso et al., 2004) mais 
aussi PI3K/Akt (Humtsoe and Kramer). L’angiogenèse permettrait la reprise de la 
prolifération et le développement des métastases. En effet, l’utilisation d’inhibiteur de 
l’angiogenèse maintient les cellules en dormance (Almog et al., 2009; Holmgren et al., 1995; 
Naumov et al., 2006). 
Les cellules isolées doivent être capables de survivre à une longue période de latence 
mais également de réinitier la prolifération lorsque les conditions sont propices. L’expression 
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de ID1 et ID3 (Inhibition of Differenciation) est nécessaire à la reprise de la prolifération des 




II-4 Déterminants métastatiques 
II-4-1 Les voies pro-métastatiques 
II-4-1-1 Les facteurs de transcription 
De nombreux facteurs de transcription sont impliqués dans la régulation de la 
migration cellulaire (Ozanne et al., 2006) et plus particulièrement dans les étapes précoces 
de cette migration telle que la TEM (Polyak and Weinberg, 2009; Yang and Weinberg, 2008). 
Ces facteurs de transcription sont impliqués dans l’embryogenèse et ré-exprimés lors du 
développement tumoral. Ainsi, Snail, Slug et Twist sont ré-exprimés dans un grand nombre 
de cancers (Hotz et al., 2007; Hung et al., 2009; Yang et al., 2009) et leur expression est 
généralement corrélée à un mauvais pronostic (Come et al., 2006; Yang et al., 2010; Yang et 
al., 2009). Ces facteurs de transcription sont des répresseurs de la E-Cadhérine (Come et 
al., 2006; Sasaki et al., 2009; Zhang et al., 2010) et induisent donc un phénotype migratoire. 
En effet, la surexpression de Twist ne modifie pas la prolifération des cellules tumorales mais 
est associée à la TEM (Yang et al., 2004), une diminution des adhésions focales, une 
augmentation du potentiel migratoire des cellules (Matsuo et al., 2009), la sécrétion de 
MMP2 (Luo et al., 2008) et à l’angiogenèse (Mironchik et al., 2005). De plus, la régulation de 
la migration cellulaire par Twist dans le cancer du sein est médiée par la protéine Akt2 
(Cheng et al., 2007). La surexpression de Snail ou de Slug induit la perte des jonctions 
adhérentes, des jonctions serrées et des composants des desmosomes (Kurrey et al., 2005). 
L’hypoxie via le facteur HIF permet la ré-expression de Twist (Yang and Wu, 2008) ainsi que 
de Snail (Hung et al., 2009; Lundgren et al., 2009). Quant à Slug, p53 induit sa dégradation 





Akt est une Sérine/Thréonine kinase impliquée dans de nombreuses fonctions 
cellulaires. Il existe 3 isoformes d’Akt, Akt1, 2 et 3 présentant 80% d’homologie et issues de 
3 gènes différents (Brazil et al., 2004). Les domaines Linker, entre le domaine PH et le 
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domaine catalytique, ainsi que le domaine de régulation en C terminal concentrent les 
différences entre les isoformes (Kumar and Madison, 2005) (Figure 9). Akt1 et Akt2 ont une 
expression ubiquitaire alors que Akt3 est exprimée uniquement dans le tissu neuronal et 
testiculaire. Cependant les 3 isoformes sont retrouvées exprimées dans différents tissus 
sains et tumoraux (Zinda et al., 2001). Leur localisation intracellulaire est également 
différente et varie en fonction des lignées cellulaires étudiées. Akt1 est plutôt localisée dans 
le cytoplasme et à la membrane plasmique, Akt2 colocalise avec les mitochondries et Akt3 
dans le noyau et à la membrane nucléaire (Santi and Lee, 2010). De plus, dans cette même 
étude, les auteurs montrent que le traitement à l’EGF, bien qu’il active les 3 isoformes, ne les 
délocalise pas à la membrane plasmique. Les différentes isoformes ont les mêmes substrats 
(Alessi and Cohen, 1998) mais elles présentent des fonctions qui leurs sont propres et 
parfois même opposées (Dillon and Muller, 2010). Les souris Akt1-/- présentent un retard de 
croissance, une apoptose accrue et une plus grande sensibilité aux stress génotoxiques 
(Cho et al., 2001b), les souris Akt2-/- ne répondent pas à l’insuline et développent des 
symptômes proches du diabète (Cho et al., 2001a) et les souris Akt3-/- ont des retards de 





























Figure 9 : Domaines d’Akt, comparaison des différentes isoformes et localisation chromosomique 
chez l’humain (D’après Kumar, 2005) 
 
 
II.4.1.2.1 Akt1 et migration 
Le rôle d’Akt1 dans la régulation de la migration et de l’invasion cellulaire varie en 
fonction des lignées étudiées. Ainsi, dans le cancer du sein, Akt1 est responsable de 
l’initiation tumorale mais inhibe la progression et l’apparition de métastases pulmonaires 
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(Dillon et al., 2009; Hutchinson et al., 2004). En effet, son inhibition par un siRNA dans des 
cellules MCF-10A augmente la migration cellulaire et la TEM via l’activation de la kinase 
ERK (Irie et al., 2005). Ce rôle anti-migratoire d’Akt1 est confirmé par sa surexpression qui 
bloque la migration cellulaire via la dégradation du facteur NFAT (Yoeli-Lerner et al., 2005). 
De plus, une étude récente a montré que Akt1 inhibe la protéine Palladine, protéine de 
liaison à l’actine permettant la maintenance du cyosquelette d’actine, bloquant ainsi la 
migration cellulaire (Chin and Toker, 2010). Cependant, il semblerait que cette kinase 
augmente la migration de cellules de tumeurs épithéliales mammaires à travers une barrière 
endothéliale et donc induirait la progression du cancer du sein (Ju et al., 2007). Akt1 ne 
semble pas être impliquée dans la régulation de la migration des cellules A549, 
d’adénocarcinome pulmonaire (Sithanandam et al., 2005). Cependant, une étude récente a 
montré que la surexpression d’Akt1 dans ces mêmes cellules induit la sécrétion de MMP7 et 
l’invasion cellulaire (Lee et al., 2010). 
Dans d’autres modèles, Akt1 semble avoir un rôle plutôt pro-migratoire. Dans des 
fibroblastes embryonnaires de souris, la délétion d’Akt1 entraine une diminution des 
capacités migratoires (Zhou et al., 2006) et ceci est dépendant de la présence du domaine 
Linker d’Akt1. En effet, lorsque celui-ci est remplacé par le domaine linker d’Akt2, l’effet sur 
la migration cellulaire est inhibé (Kim et al., 2008b). De plus, dans les cellules endothéliales 
et dans des fibroblastes, Akt1 via l’activation de Rac1 et de PAK1 induit la formation de 
lamellipodes et la migration cellulaire (Somanath and Byzova, 2009). Son inhibition par des 
ARNi inhibe l’invasion de cellules issues de cancers de la glande salivaire (Hara et al., 
2008). Elle induit également l’adhésion des cellules tumorales soumises à une pression et 
ceci via son domaine PH (Wang and Basson, 2008). Akt1 est également impliquée dans la 
migration et la survie des cellules endothéliales (Tu et al., 2009) induisant ainsi 
l’angiogenèse in vitro mais son rôle in vivo semble controversé. En effet, en induisant la 
synthèse de composés de la MEC tels que le collagène ou la laminine, elle semble bloquer 
le développement des vaisseaux (Somanath et al., 2006).   
 
 
II.4.1.2.2 Akt2 et migration 
Dans les cancers du sein, Akt2 joue un rôle pro-migratoire (Chin and Toker, 2009). En 
effet, sa surexpression entraine l’invasion de cellules mammaires et ovariennes 
transformées par la PI3K via l’augmentation de l’intégrine β1 (Arboleda et al., 2003). De 
même, dans un modèle de souris transgéniques, la surexpression d’Akt2 induit une 
augmentation d’apparition des métastases pulmonaires (Dillon et al., 2009) et son inhibition 
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induit une perte du phénotype mésenchymal (Irie et al., 2005) ainsi que l’inhibition de 
l’invasion de cellules issues de carcinomes de la glande salivaire (Hara et al., 2008). Twist 
en induisant la transcription d’Akt2 augmente la migration,  l’invasion et la survie des cellules 
mammaires (Cheng et al., 2007; Cheng et al., 2008). De plus, Akt2 est fortement exprimée 
dans les cancers colorectaux de stades avancés et son inhibition diminue le potentiel 
migratoire et l’apparition de métastases (Rychahou et al., 2008). Cependant, des MEF 
(Fibroblastes embryonnaires de souris) délétés pour Akt2 migrent plus rapidement que les 
sauvages et ceci via l’activation de Rac1 et de Pak1 (Zhou et al., 2006). 
 
 
II.4.1.2.3 Akt3 et migration 
Le rôle d’Akt3 est encore peu connu. En effet, son inhibition dans des cellules 
d’adénocarcinomes pulmonaires, les A549, ne semble pas ou peu modifier le potentiel 
migratoire des cellules (Sithanandam et al., 2005). De plus l’expression d’un dominant 
négatif d’Akt3 dans des cellules mammaires ne modifie pas leur phénotype (Arboleda et al., 
2003), alors qu’elle bloque l’invasion de cellules de cancers de glandes salivaires (Hara et 
al., 2008). Akt3 semble plus impliquée dans le contrôle de l’apoptose (Kanekura et al., 2005; 
Shao and Aplin) et du cycle cellulaire (Cristiano et al., 2006) et donc dans l’initiation de 
l’oncogenèse que dans la progression tumorale. Akt3 est surexprimée dans 70% des 
mélanomes (Madhunapantula and Robertson, 2009; Stahl et al., 2004) et une mutation 




II-4-2 Les gènes suppresseurs de métastases 
Les gènes suppresseurs de métastases ou GSM inhibent l’apparition de métastases 
sans affecter les capacités transformantes des cellules ou moduler la tumeur primaire 
(Stafford et al., 2008; Steeg, 2003). Plus de 23 GSM ont été découverts aujourd’hui et ils 
sont impliqués dans la régulation de différentes fonctions telles que les interactions 
intercellulaires, l’inhibition de la voie des MAPK, la régulation des GTPases Rho (Rinker-
Schaeffer et al., 2006), ils régulent ainsi toutes les étapes nécessaires à l’apparition de 
métastases (Tableau 6). Le premier GSM identifié a été NM23 en 1988. Son expression est 
réduite dans les cellules de mélanome hautement invasives (Steeg et al., 1988). La 
transfection de NM23 dans des cellules métastatiques diminue in vivo l’apparition de 
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métastases (Kantor et al., 1993). Son expression est diminuée dans différents cancers tels 
que le mélanome, le cancer du sein, du colon et de la sphère ORL (Steeg, 2003) et sa 
transcription est activée par traitement à la MedroxyProgesterone Acetate (MPA) (Ouatas et 
al., 2003). Des cellules MDA-MB-231 (cancer mammaire métastatique) développent 
significativement moins de métastases après injection dans des souris athymiques traitées 
au MPA en comparaison aux souris non traitées et l’expression de NM23 est nettement 
augmentée dans ces souris (Palmieri et al., 2005). NM23 est également ré-exprimé après 
traitement à l’acide rétinoïque et à l’oestradiol (Smith and Theodorescu, 2009). Depuis, 
d’autres GSM ont été découverts et leurs fonctions sont variées (Tableau 6). 
 
 
GSM Principales fonctions Etapes de la migration régulées 
NM23 Histidine kinase, inhibition de la voie Ras Migration et Colonisation 
KAI1 Intéraction avec les intégrines,  désensibilisation de l’EGFR 
Intravasation et Survie dans la circulation 
sanguine 
KISS1 Ligand des récepteurs couplés aux protéines G Colonisation  
Cadhérines 
 (E, N et 11) Interactions cellules-cellules TEM, Invasion 
Caspase 8 Enzyme apoptotique, anoïkis Survie dans la circulation sanguine 
BRMS1 
Remodelage de la chromatine, 
interaction cellules-cellules, cascade 
de signalisation PI3K 
Survie dans la circulation sanguine, 
Colonisation 
CD44 Interactions cellules-cellules ou 
cellules-MEC Migration  
Gelsoline Remodelage du cytosquelette d’actine Migration 
RKIP Inhibition de la voie Raf-MEK Migration, Invasion 
Drg-1 inconnue Inconnue 
RhoGDI2 Inhibition des RhoGTPases Migration, Invasion 
SSeCKs 
Repliement des protéines, régule 
différentes voies de signalisation 
comme les Rho, Src et PKC 
Angiogenèse et Migration 
MKK (4, 6 et 7) Voies des MAPK Migration et Colonisation 
DCC Voie des MAPK Migration, Invasion 
DLC1 Inhibition des Rho (GAP) Migration, Invasion 
TIMPs Inhibition des MMP Angiogenèse, Migration, Invasion, Survie dans la circulation et Colonisation 
 
Tableau 6 : Gènes suppresseurs de métastases et leurs principales fonctions. 
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II-4-3 Rôle des miRNA dans la migration cellulaire 
Les microARN non codants ou miARN sont impliqués dans de nombreuses fonctions 
dont la régulation de la migration et de l’invasion cellulaire. Le profil d’expression de ces 
miARN dépend du stade et du type de la tumeur (Tableau 7). Ainsi, il a récemment été mis 
en évidence une augmentation de l’expression du miR-130a dans les CBNPC. De plus, cette 
expression est corrélée à l’envahissement des ganglions lymphatiques lui assignant donc un 
rôle dans la migration et l’invasion (Wang et al., 2010). Le miRNA let-7a diminué dans les 
mélanomes et les cancers du sein (Baranwal and Alahari) régule la migration de ces cellules 
via la régulation de l’intégrine β3. En effet, let-7a interagit avec la région 3’ non traduite de 
l’intégrine pour inhiber son expression (Muller and Bosserhoff, 2008) alors que le miR-183 
cible l’intégrine β1 (Li et al., 2010). Certains ont des rôles pro-migratoires comme miR-130a 
dans les CBNPC ou miR-21 qui est sur-exprimé dans un grand nombre de cancers et régule 
également la migration.  Dans le cancer du sein, miR-10b est surexprimé dans les cellules 
métastatiques et lorsqu’il est introduit dans des cellules non invasives, il augmente leur 
potentiel invasif. L’expression de ce miRNA est induite par le facteur Twist qui se fixe sur la 
boite E, séquence contenant un motif CANNTG (Ma et al., 2007a). HOXD10 est une cible de 
ce miR-10b et régule négativement la protéine RhoC largement impliquée dans l’apparition 
de métastases (Ma and Weinberg, 2008). Les miARN régulent également la TEM. Ainsi, les 
miARNs de la famille 200 et le miR-205 diminuent après traitement de cellules au 
TGFβ induisant la TEM. Ces miARNs régulent l'expression de la E-Cadhérine et des 
protéines ZEB impliquées dans la mise en en place des liaisons intercellulaires. L’inhibition 
de ces protéines conduisant à une TEM (Gregory et al., 2008; Xia et al., 2010). De plus, une 
étude récente a montré que la diminution de DICER, une enzyme impliquée dans la 
synthèse des miARN, est corrélée à une augmentation de l’invasion via l’activation d’Akt et la 












miRNA Cancers Expression Références 
miR-1 Poumon Diminuée (Baranwal and Alahari, 2010) 
Let-7a Mélanome  Diminuée (Muller and Bosserhoff, 2008) 
miR-10b Gliomes Augmentée (Sasayama et al., 2009) 
miR15/16 Poumon Diminuée (Du and Pertsemlidis, 2010) 
miR-17-92 Poumon Augmentée (Xiao et al., 2008) 
miR-20c Nasopharynx Diminuée (Baranwal and Alahari, 2010) 
miR-21 Nombreux cancers Augmentée (Baranwal and Alahari, 2010) 
miR-27a Pancréas Augmentée (Ma et al., 2010) 
miR-29a CBNPC Diminuée  (Muniyappa et al., 2009) 
miR-34c Prostate Poumon Diminuée 
(Hagman et al., 2010) 
(Du and Pertsemlidis) 
miR-93 Poumon Diminuée (Du et al., 2009) 
miR-98 Poumon Diminuée (Du et al., 2009) 
miR-103/107 Sein Augmentée (Martello et al., 2010) 
miR-106b Rein Diminuée (Slaby et al., 2010) 
miR-126 Poumon Diminuée (Du and Pertsemlidis, 2010) 
miR128b Poumon Diminuée (Weiss et al., 2008) 
miR-130a CBNPC Augmentée (Wang et al., 2010) 
miR-143 Foie Augmentée (Zhang et al., 2009) 
miR-146b Glioblastomes Augmentée (Baranwal and Alahari, 2010) 
miR-182 Mélanome Augmentée (Baranwal and Alahari, 2010) 
miR-183 Poumon Induit la migration (Baranwal and Alahari, 2010) 
miR-194 Pancréas Augmentée (Mees et al., 2010) 
miR197 Poumon Diminuée (Du et al., 2009) 
miR-200b Pancréas Augmentée (Mees et al., 2010) 
miR-200c Pancréas Augmentée (Mees et al., 2010) 
miR-205 Sein et Prostate Diminuée (Baranwal and Alahari, 2010) 
miR-221/222 Poumon Augmentée (Garofalo et al., 2009) 
miR-429 Pancréas Augmentée (Mees et al., 2010) 
miR335 Sein Diminuée (Tavazoie et al., 2008) 
 
Tableau 7: Dérégulation de l’expression des miRNA impliqués dans la régulation de la 
migration dans différents cancers.  
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II-4-4 Rôle du micro-environement 
La cellule tumorale est entourée par la MEC mais également par des fibroblastes, des 
adipocytes et des cellules sanguines telles que les macrophages (Joyce and Pollard, 2009). 
Les cellules entourant les cellules tumorales sont également impliquées dans l’initiation et la 
progression tumorale (Tuma, 2008). En effet, des études in vivo menées sur les MMP ont 
mis en évidence l’importance de l’environnement en implantant des tumeurs issus de souris 
délétées pour les MMPs dans des souris sauvages (Itoh et al., 1999; Itoh et al., 1998).  
Les macrophages associés aux tumeurs sont également appelés MAT. Ces MAT 
sont corrélés dans plus de 80% des études à la progression tumorale et à un mauvais 
pronostic (Bingle et al., 2002). Cependant, dans le cancer du pancréas, il semble que les 
macrophages soient associés à une meilleure survie (Kim et al., 2008a). Le facteur de 
croissance CSF-1 induit la prolifération, la survie et le chimiotactisme des macrophages et 
est également corrélé à un mauvais pronostic dans certains cancers comme le cancer du 
sein, de la prostate, des ovaires…(Qian and Pollard, 2010). De plus, l’inhibition de CSF-1 
dans un modèle de tumorigenèse mammaire induit une diminution de la densité en 
macrophages ainsi qu’un retard de la progression tumorale  et une inhibition de l’apparition 
des métastases (Lin et al., 2001) ainsi que dans un modèle de cancer du colon (Oguma et 
al., 2008). Les macrophages sont nécessaires à une bonne cicatrisation, ils induisent la 
dégradation de la MEC, l’angiogenèse, la migration des cellules épithéliales (Coussens and 
Werb, 2002). Des études menées chez le rat et la souris ont permis de montrer que les 
cellules tumorales migrent avec les MAT afin que ces derniers dégradent la MEC et ceci via 
un dialogue entre les 2 types cellulaires. En effet, les cellules tumorales sécrètent le CSF-1 
pour les MAT qui eux sécrètent de l’EGF pour les cellules tumorales (Green et al., 2009; 
Wang et al., 2005). Les macrophages augmentent également le processus d’intravasation 
(Wyckoff et al., 2004). Ils sont aussi impliqués dans la modification de la composition de la 
MEC via la synthèse de l’ostéonectine protéine induisant l’adhésion des cellules et l’invasion 
(Sangaletti et al., 2008), ils régulent la fibrillogénèse du collagène (Ingman et al., 2006).  
La colonisation d’un nouvel organe par les cellules tumorales est l’étape la plus 
critique dans le développement des métastases. Les cellules myeloïdes envahissent ces 
sites bien avant l’arrivée des cellules tumorales et modifient l’environnement afin de former 
les niches pré-métastatiques (Kaplan et al., 2005) pour que les cellules tumorales adhèrent 
et poussent plus rapidement (Psaila and Lyden, 2009). Ces niches permettraient également 
d’avoir un nombre important de monocytes prêts à se différencier en macrophages lorsque 
les cellules tumorales en auront besoin pour permettre, par exemple, leur extravasation 
(Qian et al., 2009). 
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Dans le stroma se trouve également des fibroblastes qui, dans le cadre de 
l’oncogenèse, sont appelés Fibroblastes Associés au Cancer (FAC) ou myofibroblastes 
(Hinz et al., 2007). Ces fibroblastes sont caractérisés par marquage de l’α-actine des 
muscles lisses (α-SMA) et participent à toutes les étapes de l’oncogenèse. Les facteurs qui 
induisent l’activation des fibroblastes en myofibroblastes restent encore a élucider mais il 
semblerait que le TGFβ, sécrété par les cellules tumorales ou les cellules inflammatoires, 
permette cette activation (Kalluri and Zeisberg, 2006). Les myofibroblastes sécrètent des 
facteurs impliqués dans la migration, l’invasion et l’angiogenèse. Ainsi, la croissance 
tumorale et l’apparition de métastases sont diminuées dans des souris déficientes en 
fibroblastes et l’injection de fibroblastes dans  ces souris réverse le phénotype (Shimoda et 
al., 2010). Les myofibroblastes sécrètent des MMP et plus particulièrement la MMP3 qui 
clive la E-Cadhérine des cellules tumorales induisant ainsi la TEM (Lochter et al., 1997). Les 
myofibroblastes induisent la croissance de cellules tumorales mammaires dépendemment de 
la sécrétion de SDF-1, aussi appelé CCL12. Cette chimiokine est également impliquée dans 
le recrtutement des cellules endothéliales lors de la néo-angiogenèse (Orimo et al., 2005). 
Les FAC sécrètent également de l’IL6 responsable de la croissance tumorale et de l’invasion 
(Studebaker et al., 2008). Il a été mis en évidence dans la peau que seuls les fibroblastes 
sénescents synthétisent de l’IL6 (Krtolica et al., 2001).  
Les myofibroblastes présentent des mutations différentes de celles des cellules 
tumorales. Ainsi 3 hypothèses différentes expliqueraient l’apparition des FAC : i) mutations, 
ii) activation sans mutation des fibroblastes normaux et iii) activation des cellules souches 
mésenchymales (CSM) (Orimo and Weinberg, 2007). L’injection de CSM dans des souris 
immunodéficientes augmente le potentiel métastatique de cellules de cancer du sein 




II-5 La migration dans une matrice tridimensionnelle  
Dans l’organisme, les cellules tumorales sont enveloppées dans la MEC. Lors de la 
migration dans une matrice 3D, les cellules adaptent leur type de migration et leur 
morphologie en fonction de l’environnement dans lequel elles se trouvent. De nouvelles 
technologies de culture en 3D ou de microscopie intravitale ont permis de mettre en 
évidence la migration cellulaire dans une structure tridimensionnelle (Pinner and Sahai, 
2008). Il existe ainsi 2 grands types de migration, collective ou en cellules isolées. Lorsque 
les cellules migrent de manière isolée, elles peuvent adopter des morphologies différentes, 
amoeboïde ou mésenchymale (Biname et al., 2010; Sahai, 2005; Yilmaz et al., 2007). Les 
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cellules ne sont pour autant pas figées dans un type de migration et changent en fonction 




II-5-1 La migration collective 
Lors de la migration collective, les cellules maintiennent les interactions entre elles et 
donc l’expression de la E-cadhérine, des protéines des jonctions serrées et des 
desmosomes (Rorth, 2007). Les cellules migrent collectivement in vitro lors de test de 
cicatrisation en 2D mais également dans des cultures en 3D (Friedl, 2004). Les cellules 
tumorales différenciées migrent de manière collective comme les rhabdomyosarcomes, les 
carcinomes mammaires ou colorectaux (Ilina and Friedl, 2009). Les cellules doivent coopérer 
et migrer de façon coordonnée. La dégradation de la MEC est nécessaire à la migration 
collective, elle implique la sécrétion de MMP2 et l’expression de MT-MMP1 (Nabeshima et 
al., 2000). Lors de la migration collective, les étapes de la migration sont les mêmes que lors 
de la migration en cellules isolées avec émission de prolongements au front de migration, 
mise en place des adhésions focales à l’avant et détachement à l’arrière avec forces de 




II-5-2 La migration mésenchymale 
La migration mésenchymale est caractérisée, par un phénotype de type fibroblastique 
avec des prolongements cellulaires. Dans une matrice 3D, les cellules sont polarisées avec 
un front de migration et l’arrière de la cellule qui contient le noyau et les organelles. Elles 
subissent la TEM avec changement des cadhérines, synthèse de MMP, expression 
d’intégrines permettant la mise en place de points focaux d’adhérence et formation de 
protrusions. En effet, les cellules mésenchymales ont de nombreuses interactions avec la 
MEC (Biname et al., 2010; Sahai, 2005). La migration mésenchymale est la plus étudiée car 
lors de la migration dans des modèles 2D, les cellules acquièrent ce phénotype 
fibroblastique. Les cellules émettent des prolongements tels que les lamellipodes, filopodes 
et invadopodes. De plus, la formation de points d’ancrage avec des clusters d’intégrines est 
nécessaire à la migration (Pankova et al., 2010; Yilmaz et al., 2007). 
La migration mésenchymale est dépendante de la GTPase Rac, en effet, Rac est 
activée, dans les cellules de mélanomes, par sa GEF DOCK3 permettant ainsi l’activation de 
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WAVE2 et induisant un phénotype mésenchymal. De plus, WAVE2 inhibe la voie 
RhoA/ROCK et la migration amoeboide (Sanz-Moreno et al., 2008; Sanz-Moreno and 
Marshall, 2009). L’inhibition de Rac induit le blocage de la migration des cellules U87 
(glioblastome) ayant un phénotype purement mésenchymal alors qu’elle induit une Transition 
Mésenchymale-Amoeboïde ou TMA dans des cellules H1080 (fibrosarcome) ayant un 
phénotype mixte (Yamazaki et al., 2009). La protéine Smurf1 régule la dégradation de RhoA 
au front de migration, son inhibition est corrélée à une augmentation de RhoA cellulaire et à 
une transition vers un phénotype amoeboide et une augmentation du potentiel invasif (Sahai 




II-5-3 La migration amoeboïde 
Les leucocytes et certaines cellules tumorales peuvent utiliser, ce type de migration 
(Friedl, 2004; Madsen and Sahai, 2010). Les cellules amoeboïdes sont caractérisées par 
une morphologie ronde sans prolongement (Lammermann and Sixt, 2009; Pankova et al., 
2010; Wolf et al., 2003a). Un réseau d’actine sous-corticale se forme sous contrôle de la 
MLCK (Totsukawa et al., 2004) et le remodelage du cytosquelette fait des bourgeonnements 
dus à la contraction de l’actomyosine (Sahai and Marshall, 2003). Les cellules amoeboïdes 
n’ont pas de fibres de stress (Wolf et al., 2003b). Les bourgeonnements, au front de 
migration, créent une force qui permet à la cellule d’avancer et l’orientation de la migration 
par chimioattractant est dépendant de la voie PI3K dans les monocytes (Volpe et al., 2010). 
Lors de cette migration, contrairement à la migration mésenchymale, les cellules ont très peu 
d’interactions avec la matrice extra-cellulaire. De plus, elles se déforment et se déplacent 
entre les fibres de la MEC. Elles établissent  donc peu de jonctions adhérentes ou de façon 
très transitoire (Friedl et al., 1998). De même qu’elles sécrètent peu de MMP (Meierjohann et 
al., 2010; Wolf et al., 2003a; Wyckoff et al., 2006). Elles se déplacent rapidement au sein 
d’une matrice tridimensionnelle, de 2 à 20 µm.mn-1 (Pankova et al., 2010). 
La voie RhoA/ROCK induit un phénotype amoeboide et inhibe la formation de 
protusions (Sahai and Marshall, 2003). En effet, l’inhibition de ROCK induit une 
augmentation de l’adhérence et de la formation de prolongements et donc  une transition 
vers un phénotype mésenchymal (Worthylake and Burridge, 2003) ou dans certains cas une 
inhibition de la migration et de l’apparition de métastases (Micuda et al., 2010). Le 
suppresseur de tumeur p53 régule négativement la migration celulaire (Roger et al., 2006). 
Sa perte d’expression est corrélée à l’activation de la voie RhoA/ROCK et à l’acquisition d’un 
phénotype plus amoeboïde (Gadea et al., 2007). De plus, le rôle de RhoA/ROCK sur la 
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migration amoeboide est dépendant de l’activation de la protéine LIMK1 (Mishima et al., 
2010). Cependant, une autre étude montre aussi l’implication de la voie ROCK/LIMK2 dans 
la régulation de la migration mésenchymale (Shea et al., 2008). La protéine p210bcr-abl induit 
une migration de type amoeboïde via l’activation de la GTPase RhoA dans des cellules 
lymphoïdes (Daubon et al., 2008). RhoC régule également la migration amoeboïde de 
cellules tumorales via l’effecteur Formin-like 2 (FMNL2) (Kitzing et al., 2010). Cdc42 est 
aussi nécessaire au phénotype amoeboïde, l’inhibition de la protéine DOCK10, protéine 
activatrice de Cdc42, induit un arrondissement des cellules, une diminution de la 
phosphorylation de la protéine MLC2. De plus, Cdc42 induit ce phénotype amoeboïde par la 
régulation de ses effecteurs N-WASP et Pak2 (Gadea et al., 2008; Sanz-Moreno and 
Marshall, 2009). Cependant, Cdc42 est également impliquée dans la régulation de la 
migration mésenchymale mais via d’autres effecteurs (Wilkinson et al., 2005). La voie Rac 
induisant un phénotype mésenchymal, elle est inhibée par la voie RhoA/ROCK qui active 
ARH-GAP22, une protéine inhibitrice de Rac (Sanz-Moreno et al., 2008). Les cellules pour 
acquérir une migration de type amoeboïde ne font pas de TEM mais font une TMA (Friedl 




II-5-4 La plasticité cellulaire 
Le phénotype migratoire des cellules tumorales varie en fonction des conditions 
environnementales dans lesquelles les cellules se trouvent (Figure 10). Ainsi, les cellules 
adoptent un phénotype amoeboïde lorsqu’elles se trouvent dans la circulation sanguine. En 
effet, elles sont plus déformables et résistent donc mieux aux pressions rencontrées (Sahai, 
2007). Les myofibroblastes présents dans le microenvironnement sécrètent de l’HGF 
induisant ainsi l’activation de la GTPase Rac et l’inhibition de RhoA et donc une transition 
vers un phénotype mésenchymal (De Wever et al., 2004). Il semblerait, que la migration 
amoeboïde n’ait lieu que dans certaines conditions particulières, lorsque le réseau de la 
MEC est relaché, ce qui ne serait pas le cas dans les tissus sains. Donc il semblerait, que 
lors d’étude de la morphologie cellulaire in vitro, l’utilisation de matrices synthétiques 
augmente la proportion de cellules amoeboïdes (Sabeh et al., 2009). 
Dans de nombreux cancers, la sécrétion de MMP est augmentée induisant ainsi 
l’angiogenèse et l’invasion cellulaire. Des inhibiteurs de MMP ont donc été développés et 
utilisés à des fins thérapeutiques. Malheureusement, les résultats obtenus sont plutôt 
négatifs et leur utilisation n’inhibe pas la formation de métastases (Overall and Lopez-Otin, 
2002). En effet, lorsque les cellules sont traitées avec des inhibiteurs de MMP ou 
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d’intégrines, elles changent vers un phénotype amoeboïde (Carragher et al., 2006; Friedl 
and Wolf, 2003; Pankova et al., 2010; Wolf et al., 2003a), de même lorsque la voie Rac est 
inhibée (Sanz-Moreno et al., 2008). Ceci expliquerait certains travaux contradictoires qui 
rapportent une augmentation du poteniel métastatique associé aux MMPI (Kruger et al., 
2001). A l’opposé, l’inhibition de la voie RhoA/ROCK est corrélée à l’acquisition d’un 


























III- LA PETITE GTPASE RHOB  
III-1 La famille des GTPases Rho 
III-1-1 Généralités 
Les protéines Rho appartiennent à la superfamille des GTPases Ras. Cette 
superfamille est constituée de 5 sous-familles, impliquées dans différents processus 
cellulaires, les protéines Ras (contrôle de la prolifération et de la différenciation cellulaire), 
Rab (trafic vésiculaire), Arf (formation et trafic des vésicules), Ran (transport nucléaire) et les 
protéines Rho (Primeau and Lamarche-Vane, 2008).  
Les GTPases de la famille Rho sont des protéines G monomériques de faible masse 
moléculaire de 20 à 40 Kd. Cette famille de protéines est constituée de 20 membres et elle 
est divisée en 8 sous familles : Rnd (Rnd1 à 3), Rho (RhoA, B et C), RhoF/RhoD, Rac (Rac 
1 à 3 et RhoG), Cdc42/RhoJ/RhoQ, RhoU/RhoV, RhoH, RhoBTB (1 et 2). Les protéines 
RhoBTB3 et MIRO 1 et 2 initialement incluses n’appartiennent finalement plus à cette famille 
des GTPases Rho (Figure 11) (Boureux et al., 2007; Vega and Ridley, 2008). 
 
 
Figure 11 : Arbre phylogénétique des GTPases de la superfamille Ras (D’après Vega et al., 2008) 
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Les protéines Rho sont très conservées au cours de l’évolution. Elles présentent 
environ 30% d’homologie avec les protéines Ras et de 40 à 95% d’identité entre elles 
(Wennerberg and Der, 2004). Elles sont constituées essentiellement d’un domaine GTPase, 
à l’exception des protéines RhoBTB, et de courtes extensions N et C terminales. Dans la 
partie N-terminale, se trouvent les domaines switch 1 et 2 qui permettent la liaison aux 
différents régulateurs ou aux effecteurs lorsqu’elles sont en conformation active et les 
domaines de liaison au GDP/GTP (Figure 12) (Bourne et al., 1990, 1991; Milburn et al., 
1990). La région carboxy-terminale est dite hypervariable car cette région de 25 acides 
aminés concentre la majorité des différences entre les protéines Rho. Cette région se 
termine par une boîte CAAX, où C est une Cystéine, A un acide aminé aliphatique et X un 
acide aminé quelconque, qui permet certaines modifications post-traductionnelles 
nécessaires à l’activité des protéines Rho (Figure 13). Celles-ci incluent la prénylation 
irréversible sur la cystéine consistant en l’ajout d’un groupement lipidique insaturé à 15 
atomes de carbones, le farnésyl, ou à 20 atomes de carbones, le géranylgéranyl. Ces 
groupements sont liés à la protéine, par une liaison thio-ether, par la farnésyltransférase 
(FTase) ou la géranylgéranyltransférase (GGTase) de type I. Le groupement isoprénique 
ajouté dépendra de l’acide aminé X. En effet, si ce dernier est une Sérine ou une Méthionine, 
un farnésyl sera alors greffé (RhoE, RhoN, RhoD…) alors que ce sera un géranygéranyl s’il 
s’agit d’une Leucine (RhoA, RhoC, Rac1, Cdc42…) (Moores et al., 1991; Reiss et al., 1991). 
Les protéines Rho subissent ensuite une protéolyse des acides aminés –AAX par la 
protéase Rce1 puis une carboxyméthylation sur la fonction COOH de la cystéine par 
l’enzyme Icmt (Adamson et al., 1992a; Walker and Olson, 2005) (Figure 13). 
Il existe également d’autres modifications des protéines Rho telles que la 
palmitoylation, sur les cystéines situées en amont de la boite CAAX (Hancock et al., 1990; 
Visvikis et al., 2010), la phosphorylation (Ellerbroek et al., 2003; Kwon et al., 2000) ou 
l’ubiquitination (Visvikis et al., 2010; Wang et al., 2006). Toutes ces modifications sont 




















Sites de liaison au 









Figure 12 : Structure et domaines des protéines Rho 
A : Domaines des protéines Rho et leurs fonctions (D’après Denhardt et al., 1996) 







































Figure 13 : Prénylation des protéines Rho 
 
Les protéines Rho sont des interrupteurs moléculaires cyclant entre un état inactif lié au 
GDP (Guanosine diphosphate) et un état actif lié au GTP (Guanosine triphosphate) (Figure 
14), à l’exception de certaines telles que les protéines de la famille Rnd, RhoBTB, RhoU, V 
ou H qui ne possèdent pas d’activité GTPasique et restent donc sous leur forme active de 
manière permanente. La liaison au GTP entraine un changement conformationnel des 
protéines permettant ainsi leur liaison avec les effecteurs (Figure 12). Elles ont un forte 
affinité pour les nucléotides guanidiques et une faible activité intrinsèque d’hydrolyse du GTP 
et d’échange du GDP/GTP, elles nécessitent donc l’intervention de régulateurs (Walker and 
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Figure 14 : Cycle d’activation / inactivation des protéines Rho et fonctions associées 
 
 
En effet, les protéines GEF (Guanine nucléotide Exchange Factor), dont la famille 
compte environ 80 membres, favorisent l’échange d’un GDP par un GTP activant ainsi les 
GTPases. Elles sont essentiellement représentées par la famille Dbl (Vav, Tiam, Trio…). 
Elles portent un domaine conservé DH (Dbl Homology) qui permet leur activité ainsi qu’un 
domaine PH (Plekstrin Homology) permettant la liaison aux lipides membranaires (Hart et al., 
1994; Rossman et al., 2005). Il existe également les GEFs de la famille DOCK (Brugnera et 
al., 2002) et de la famille SWAP (Shinohara et al., 2002) qui ne possèdent pas le domaine 
DH (Rossman et al., 2005).  
Les GAP (GTPases Activating Proteins) catalysent l’hydrolyse du GTP et ramènent 
donc les Rho dans un état inactif. Il en existe environ 70 différentes (p190RhoGAP, DLC1…) 
(Kandpal, 2006; Moon and Zheng, 2003; Tcherkezian and Lamarche-Vane, 2007). 
Les GDI pour (GDP Dissociation Inhibitor) interagissent avec la protéine liée au GDP et 
séquestrent la protéine inactive dans le cytoplasme en emprisonnant le motif isoprénique, 
empêchant ainsi sa réactivation par les GEFs (Olofsson, 1999). Il existe 3 protéines GDI 
présentant une forte homologie. RhoGDI1 (α) dont l’expression est ubiquitaire (Ohga et al., 
1989; Ueda et al., 1990), RhoGDI2 (β) également appelée D4-GDI ou LY-GDI est 
uniquement exprimée dans les cellules hématopoïetiques (Lelias et al., 1993; Scherle et al., 
1993) et RhoGDI3 (γ) est exprimée préférentiellement dans le cerveau, les poumons et les 
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testicules (Adra et al., 1997; Zalcman et al., 1996). Les GDI sont constituées de 2 domaines 
distincts. Le domaine N-terminal interagissant avec le « switch 1 » des protéines Rho est 
responsable de l’inhibition de la dissociation du GDP. Et le domaine C-terminal qui se lie au 
« switch 2 » et forme une poche hydrophobe où vient se glisser le lipide isoprénique 




III-1-2 Les GTPases Rho dans l’oncogenèse 
Les GTPases Rho sont impliquées dans un grand nombre de fonctions cellulaires telles 
que la prolifération, la survie, le cycle cellulaire, la régulation du cytosquelette d’actine et de 
microtubules et la migration. Il est évident que leur dérégulation participe au processus 
oncogénique (Ellenbroek and Collard, 2007; Jaffe and Hall, 2002; Ridley, 2004; Sahai and 
Marshall, 2002; Vega and Ridley, 2008). En effet, une prolifération incontrôlée associée à 
une augmentation de la survie conduit à l’initiation et à la croissance tumorale. Alors que la 
perte de liaison intercellulaire et le remodelage du cytosquelette augmentent la motilité 
pouvant conduire à un phénotype métastatique. Les protéines Rho sont donc impliquées 
dans toutes les étapes de l’oncogenèse (Ellenbroek and Collard, 2007). Bien qu’elles aient 
un pouvoir transformant intrinsèque peu puissant, elles sont nécessaires à la transformation 
par Ras et la transfection de formes mutantes dominant-négatives est capable d’inhiber la 





III-1-2-1 Expression des Rho dans les cancers 
Bien qu’impliquées dans les processus oncogéniques, les protéines Rho sont très peu 
mutées dans les cancers. En effet, à ce jour seuls les gènes codants pour RhoH/TTF 
(mutation activatrice dans des tumeurs myeloïdes) (Preudhomme et al., 2000) et pour Rac1, 
(mutation activatrice du domaine effecteur dans les tumeurs cérébrales) (Hwang et al., 2004) 
sont retrouvés mutés. 
En revanche, l’expression ou l’activité des protéines Rho apparaissent dérégulées dans 
de nombreux cancers (Tableau 8). La majorité des protéines Rho semble avoir un rôle plutôt 
transformant alors qu’à l’inverse RhoE et RhoB semblent plutôt avoir des propriétés de 
suppresseur de tumeur et leur expression est plutôt réprimée dans certaines tumeurs (Fritz 
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et al., 1999b; Gomez del Pulgar et al., 2005; Karlsson et al., 2009; Mazieres et al., 2004a; 
Meunier et al., 2010). 
Dans les cancers bronchiques, Il a été rapporté une surexpression de RhoA dans les 
CBNPC mais également dans les CBPC (Fritz et al., 1999a) voire même plus importante 
dans ces derniers (Varker et al., 2003). De plus, l’expression de RhoC est proportionnelle à 
la progression tumorale dans le poumon (Ikoma et al., 2004; Shikada et al., 2003). 
Ces dérégulations de leur expression ou de leur activité montrent leur importance dans 
la genèse d’un grand nombre de cancers. De plus, l’expression de mutants constitutivement 
actifs de nombreuses Rho telles que RhoA, Cdc42, Rac1 ou RhoG (Qiu et al., 1995b; Roux 
et al., 1997) est capable d’induire ou de potentialiser la transformation cellulaire. Les Rho 
sont impliquées dans différentes fonctions responsables de l’initiation ou de la progression 













































(Kamai et al., 2001; Kamai et al., 
2004) 
(Fukui et al., 2006; Li et al., 2006) 
(Fritz et al., 1999b; Varker et al., 
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(Faried et al., 2007) 
(Horiuchi et al., 2003) 
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2003) 
(Fritz et al., 2002; van Golen et 
al., 1999) 
(Horiuchi et al., 2003) 
(Suwa et al., 1998) 
RhoG sein surexpression (Jiang et al., 2003) 
Rac 
Colorectal (Rac 1b) 
Sein (Rac 1b) 
Testicules (Rac1) 
 
Tête et cou (Rac2) 
 








(Jordan et al., 1999) 
(Schnelzer et al., 2000) 
(Kamai et al., 2004) 
 
 
(Abraham et al., 2001) 
 
(Mira et al., 2000) 
Cdc42 Testicule Sein Surexpression 
(Kamai et al., 2004) 
(Fritz et al., 1999b) 
RhoE Prostate poumon 
Sous-expression 
Surexpression 
(Bektic et al., 2005) 




 LARG Leucémies Fusion avec MLL (Kourlas et al., 2000) 
Tiam1 Rein Mutation domaine PH (Gampel et al., 1999) 
Vav1/Trio/Ti
am1 Sein Surexpression 
(Lane et al., 2008) 





AP Gliomes Délétion 
(Tikoo et al., 2000) 




GDI1 Sein Colon 
Sous-expression 
Sur-expression 
(Fritz et al., 2002; Jiang et al., 
2003) 
(Zhao et al., 2008) 
GDI2 Sein Vessie 
Surexpression 
Sous-expression 
(Hu et al., 2007) 
(Seraj et al., 2000) 
 
Tableau 8 : Altérations de l’expression des protéines Rho dans divers cancers (D’après 
Karlsson et al., 2009, Ridley, 2004 et Harding et al., 2010) 
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III-1-2-2 Les régulateurs des Rho dans le cancer 
Les régulateurs des Rho présentent également des mutations ou des délétions dans 
certains cancers (Tableau 8). Ainsi, les RhoGEF ont été identifiées comme étant des 
oncogènes. Les mutations conduisent à un gain de fonction de ces protéines régulatrices.  
Ainsi la protéine LARG (Leukemia Associated RhoGEF) est associée au développement de 
leucémies suite à une fusion avec le gène MLL (Mixed Lineage Leukemia) (Kourlas et al., 
2000) (Ridley, 2004). De plus, Tiam1, GEF spécifique de Rac, a été retrouvée mutée sur un 
de ses domaines PH dans des cancers du rein  (Engers et al., 2000). L’expression de 
certaines de ces GEF est également dérégulée dans les cancers. En effet, la surexpression 
de Trio, Vav1 ou Tiam1 est corrélée au cancer du sein et à un mauvais pronostic (Lane et 
al., 2008). De même la protéine Vav1 est surexprimée dans des adénocarcinomes 
pancréatiques suite à une dérégulation épigénétique, une déméthylation de son promoteur 
(Fernandez-Zapico et al., 2005). 
Les protéines GAP, inhibiteurs des Rho, peuvent elles aussi être dérégulées. En effet, 
elles sont associées à des zones fréquemment délétées dans les cancers. Ainsi le gène de 
p190RhoGAP est perdu dans certains gliomes ou astrocytomes (Tikoo et al., 2000), alors 
que les gènes codant pour DLC1 et 2 (Deleted in Liver Cancer) sont localisés dans des 
régions chromosomiques associées à la perte d’hétérozygotie dans les carcinomes 
hépatocellulaires (Ching et al., 2003). 
Différentes études ont également révélé l’implication des GDI dans le processus 
tumoral (Harding and Theodorescu). Ainsi, RhoGDI1 est sous-exprimée dans les tumeurs 
mammaires en comparaison au tissu sain avoisinant (Fritz et al., 2002) et cette perte 
d’expression est corrélée à un mauvais pronostic (Jiang et al., 2003). Une autre étude, 
menée également dans le cancer du sein, a montré une augmentation de RhoGDI2 avec la 
progression du cancer du sein (Hu et al., 2007). Cette dernière est également sous-exprimée 




III-1-2-3 Fonctions des Rho dans les cancers 
III.1.2.3.1 Régulation du cycle cellulaire 
 La première mise en évidence de l’implication des protéines Rho dans la régulation 
du cycle cellulaire a été faite grâce à l’utilisation de la C3 exoenzyme, qui inhibe 
spécifiquement les protéines RhoA, B et C par  ADPrybosylation. En effet, la C3 bloque la 
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progression du cycle en phase G1 (Yamamoto et al., 1993). Depuis, d’autres études ont 
montré que l’inhibition de Rho, Rac ou Cdc42 bloque également le cycle cellulaire en G1 
(Coleman et al., 2004; Olson et al., 1995; Welsh, 2004) et ces protéines sont nécessaires à 
la transformation par l’oncogène Ras (Qiu et al., 1997; Qiu et al., 1995a; Qiu et al., 1995b). 
Les protéines Rho induisent la transition G1/S en induisant l’expression de la cycline D1. En 
effet, Rac et Cdc42 stimulent sa transcription (Joyce et al., 1999; Westwick et al., 1997). 
Alors que RhoE inhibe sa traduction (Villalonga and Ridley, 2006) inhibant ainsi la 
transformation par Ras (Villalonga et al., 2004). Les protéines Rho régulent également 
d’autres protéines impliquées dans le contrôle du cycle cellulaire telles que la protéine p27 
(Hengst and Reed, 1996; Vidal et al., 2002; Weber et al., 1997) et la protéine p21 (Adnane et 
al., 1998; Vogt et al., 1997). 
Les protéines Rho étant très largement impliquées dans la régulation du cytosquelette, 
elles le sont également dans la mitose et la cytokinèse. Ainsi, l’effecteur Citron-K (Citron 
Kinase) est nécessaire à la transition G2/M (Liu et al., 2003). RhoA régule, en effet, la 
cytodiérèse via l’effecteur Citron K mais également ROCK et la Formine permettant ainsi la 
formation de l’anneau de contraction (Narumiya and Yasuda, 2006). Alors que mDia3, 
effecteur de Cdc42 régule l’attachement des microtubules aux kinétochores permettant ainsi 
d’enclencher le processus de mitose (Yasuda et al., 2004). 
 
 
III.1.2.3.2 Régulation de la survie/mort cellulaire 
Les protéines Rho ont également des propriétés pro ou anti-apoptotiques (Coleman 
and Olson, 2002). En effet, Rac et Cdc42 via leur effecteur PAK phosphorylent BAD, 
protéine pro-apoptotique, induisant ainsi son inhibition et la survie des cellules (Jakobi et al., 
2001; Schurmann et al., 2000). RhoA, RhoC et Rac1 induisent l’apoptose des cellules 
erythroleucémiques via la production de céramide et de FasL (Aznar and Lacal, 2001). 
Cependant, l’activation de RhoA induit l’anoïkis dans des cellules parenchymales (Ma et al., 
2007b) et induit la protéine Bax diminuant ainsi la survie de cardiomyocytes (Del Re et al., 
2007). La surexpression du variant Rac1b est corrélée à la survie des tumeurs colorectales 
(Matos and Jordan, 2008). L’activation de Rac1 induit l’apoptose de cellules T par la 
régulation de Fas (Ramaswamy et al., 2007) a contrario, elle est aussi corrélée à la survie de 
cellules mammaires via la voie PAK/NFκB (Friedland et al., 2007) et de cellules non-
adhérentes via la régulation d’Akt (Chaigne-Delalande et al., 2008). RhoG inhibe l’anoïkis 
des cellules HeLa via la voie PI3K/Akt (Yamaki et al., 2007) et RhoE inhibe l’expression de la 
protéine Bax induisant ainsi la survie des cellules tumorales (Li et al., 2009). De plus, les 
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protéines Rho sont, ainsi que leurs régulateurs, le substrat de la caspase 3 permettant ainsi 
la mise en place de la cascade de signalisation apoptotique (Danley et al., 1996; Tu and 
Cerione, 2001).  
 
 
III.1.2.3.3 Régulation de la migration et de l’invasion 
Les protéines Rho régulent toutes les étapes de la TEM et jouent donc un rôle majeur 
dans la migration et l’invasion cellulaire.  
 
Les protéines Rho ont d’abord été étudiées pour leur rôle sur le cytosquelette 
d’actine. En effet, la surexpression de Rac induit la formation de lamellipodes, celle de 
Cdc42 la formation de filopodes et celle de Rho la formation de fibres de stress (Nobes and 
Hall, 1995b; Ridley, 2006). Rac régulent les protéines N-WASP et WAVE2, deux activateurs 
de la protéine Arp2/3 qui permet l’embranchement de l’actine (Le Clainche and Carlier, 2008; 
Yilmaz and Christofori, 2009). Cdc42 induit la polymérisation de l’actine mais sans 
embranchement via la régulation de mDia, VASP ou de la fascine (Yilmaz and Christofori, 
2009). La surexpression de Rnd1 et de RhoE induit la perte des fibres de stress dans des 
fibroblastes traités au LPA (LysoPhosphatidic Acid) (Nobes et al., 1998). Il a été rapporté 
que RhoE régulerait la formation des fibres via l’inhibition de la protéine RhoA (Guasch et al., 
1998; Komander et al., 2008). 
 
Lors de la migration et plus particulièrement de la TEM, les cellules tumorales 
modifient leurs interactions intercellulaires. L’inhibition des protéines Rho par la C3-
exoenzyme ou l’expression de formes mutantes inactives inhibent l’assemblage des 
jonctions serrées nécessaires au maintien de la polarité des cellules (Bruewer et al., 2004; 
Etienne-Manneville, 2004; Evers et al., 2000; Nusrat et al., 1995; Terry et al., 2010). Le rôle 
de RhoE dans la mise en place des jonctions est controversé. En effet, dans des 
fibroblastes, la surexpression de RhoE induit la perte de la polarité des cellules (Nobes et al., 
1998) alors que dans des cellules de cancer du sein, elle est corrélée à la formation des 
jonctions serrées en relocalisant la protéine ZO-1 à la membrane plasmique et à la formation 
des jonctions adhérentes via la localisation de la β-caténine (Rubenstein et al., 2005). La 
voie Rho/ROCK via la protéine Myosine2 induit la concentration de la E-Cadhérine à la 
membrane afin de maintenir la cohésion de cellules MCF-7 ou CHO (Shewan et al., 2005). 
De plus, l’expression d’un dominant négatif de Rac1 ou le traitement par la C3-exoenzyme 
induit également la perte d’accumulation de la E-Cadhérine (Braga et al., 1997) mais le rôle 
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des protéines Rho sur l’assemblage des jonctions adhérentes est dépendant du type 
cellulaire. Néanmoins, il semblerait que IQGAP1 soit un effecteur fréquemment impliqué 
(Fukata and Kaibuchi, 2001). 
 
Les protéines Rho induisent également la formation des points focaux d’adhérence 
en régulant les interactions avec la MEC via le contrôle de l’expression des intégrines 
(Nobes and Hall, 1995b). L’activation de RhoA est nécessaire au regroupement des 
intégrines dans les leucocytes responsable de la formation de ces points d’ancrage et ceci 
en régulant la PKCζ (Weber et al., 2001). De plus, la voie des MAPK régule l’activation de 
l’intégrine β1 via la GTPase RhoA (Vial et al., 2003). RhoB est également impliquée dans la 
régulation de l’expression des intégrines. En effet, des macrophages délétés pour RhoB ont 
une expression diminuée de la β2 et de la β3 mais pas de la β1 corrélée à une diminution de 
l’adhérence sur la fibronectine (Wheeler and Ridley, 2007). 
 
Les protéines Rho régulent aussi la protéolyse de la MEC via la sécrétion de MMP. 
RhoC est liée à une augmentation des ARNm des MMP2, 9, MT1-MMP et TIMP-2 (Ikoma et 
al., 2004) et Rac à celle de MMP2 (Zhuge and Xu, 2001) ou de TIMP1 et 2 (Engers et al., 
2001) permettant ainsi la dégradation de la matrice afin que les cellules puissent se déplacer 
dans les tissus. 
 
Les protéines Rho régulent toutes les étapes de la migration cellulaire et de la 
transition-épitheliomésenchymateuse (TEM) (Figure 15) et elles jouent des rôles différents 
dans cette régulation (Hutchison et al., 2009; Titus et al., 2005). Ainsi, Rac est associée à un 
phénotype migratoire de type mésenchymal alors que RhoA via son effecteur ROCK est 
responsable de l’acquisition d’un phénotype amoeboide (Sanz-Moreno et al., 2008; Symons 






Figure 15 : Rôles des protéines Rho dans l’acquisition du phénotype migratoire et les différentes 
étapes de la Transition Epithélio-Mesenchymateuse (TEM) (D’après Schmitz et al., 2000) 
 
 
Le rôle de RhoC sur l’apparition de métastases a été mis en évidence dans un modèle 
in vivo. En effet, dans un modèle de carcinome mammaire, les auteurs ont démontré que 
RhoC n’est pas impliquée dans l’initiation tumorale mais que son absence inhibe très 
fortement l’apparition de métastases pulmonaires (Hakem et al., 2005). Dans un modèle 
d’injection orthotopique dans le poumon, il a été mis en évidence que la surexpression de 
RhoC augmente l’invasion des cellules tumorales dans les ganglions lymphatiques sans 
modifier la croissance tumorale (Ikoma et al., 2004). De plus, RhoC induit l’angiogenèse afin 





III.1.2.3.4 Inhibiteurs des Rho dans le traitement contre 
le cancer 
Les protéines Rho étant impliquées dans toutes les étapes de l’oncogenèse, le 
développement d’inhibiteurs ciblant cette famille de protéines, à des fins thérapeutiques, a 
très vite été exploré. Ainsi, des inhibiteurs de la prénylation, modification post-traductionnelle 
des protéines Rho (cf chapitre prénylation de RhoB)  ont vu le jour tels que les GGTI ou les 
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FTI.  Ces derniers ont fait l’objet d’essais cliniques comme le tipifarnib en phase III ou le 
Lonafarnib en phase II (Head and Johnston, 2003). Mais leur efficacité varie en fonction des 
cancers. En effet, les résultats sont plutôt négatifs dans les carcinomes bronchiques 
(CBNPC et CBPC), du pancréas ou du colon mais plutôt positifs dans les hémopathies, les 
cancers du sein ou les gliomes (Sebti and Adjei, 2004). Les traitements par des GGTI ont 
montré des résultats positifs in vitro et in vivo (Sebti and Hamilton, 2000)  mais ils présentent 
une certaine toxicité et aucun essai clinique n’a été mené à ce jour (Lobell et al., 2001; 
Mazieres et al., 2004b).  
Les statines, inhibiteurs de l’HMG-CoA reductase, inhibent la prénylation, farnésylation 
et géranylgéranylation. Des études cliniques de leur utilisation dans le traitement de cancer 
ont montré des résultats encourageants notament dans les hépatocarcinomes (Kawata et al., 
2001; Wong et al., 2002). Des inhibiteurs plus spécifiques des protéines Rho ou de leurs 
effecteurs ont été développés. Ainsi, le CCG-1423 inhibe la transcription de RhoA (Evelyn et 
al., 2007) le fasudil ou le Y27632 inhibiteurs de l’effecteur ROCK (Deng et al., 2010; Ogata et 
al., 2009; Yang et al., 2010; Zhu et al., 2010) et le NSC23766 inhibe spécifiquement la 
GTPase Rac1 (Hable et al., 2008). Ces molécules donnent des résultats prometteurs dans 
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Tableau 9: Récapitulatif des protéines Rho. Sous-famille Rho, Rac, Cdc42. MP : Membrane 
Plasmique, GG : Géranylgéranylation, F : Farnésylation. (D’après Vayssiere et al., 2000; 




III-2 La GTPase RhoB 
RhoB est une protéine de 196 acides aminés présentant 100% d’identité de séquence 
avec son homologue murin. Elle appartient à la sous famille Rho comme RhoA et RhoC avec 
lesquelles elle partage respectivement 83 et 85% d’identité de séquence. La région N-
terminale est très conservée entre les 3 protéines alors que les différences sont concentrées 
dans la région C-terminale (Figure 16).  
Malgré cette forte homologie de séquence, RhoB se distingue de RhoA et RhoC tant 




RhoA MAAIRKKLV IVG DGACGKTC LLIVFS KDQFPEVYVPTV FENYVADIEVDGKQVELALWD
RhoC MAAIRKKLV IVG DGACGKTC LLIVFS KDQFPEVYVPTV FENY IADIEVDGKQVELALWD
RhoB MAAIRKKLVVVG DGACGKTC LLIVFS KDEFPEVYVPTV FENYVADIEVDGKQVELALWD
RhoA TAGQEDY  DRLRPLSYPDTD  VILMCF SIDSPDSLENIP EKWTPEVKHFCP  NVPIILVGNK
RhoC TAGQEDY  DRLRPLSYPDTD  VILMCF SIDSPDSLENIP EKWTPEVKHFCP  NVPIILVGNK
RhoB TAGQEDY  DRLRPLSYPDTD  VILMCF SVDSPDSLENIP EKWTPEVKHFCP NVPIILVANK
RhoA KDLR NDEHTRR ELAK MKQEPV KPEEGRDMANRI G A FGYMECSAKT KDGVREVFEMATRA
RhoC KDLR QDEHTRR ELAK MKQEPV RSEEGRDMANRI  S A FGY  LECSAKT KDGVREVFEMATRA
RhoB KDLR  SDEHVRT ELARMKQEPV RTDDGRDMAVRI QAYD Y  LECSAKT KDGVREVFET ATRA
RhoA ALQAR RGK KK SG - - - C LVL
RhoC GLQVR KNK RR RG - - - CP IL
RhoB ALQKR Y GS QNGC INC CP IL
Région hypervariable
Boite CAAX




Figure 16 : Structure primaire et domaines de RhoA, B et C ; RhoA humaine [gi :10835049], RhoB 




III-2-1-1 Le gène 
Le gène rhob est localisé sur le chromosome 2 (2pter-p12) alors que rhoa est localisé 
sur le chromosome 3 (3p21.1) et rhoc sur le chromosome 1 (1p31-p13). 
rhob est constitué d’un seul exon et ne contient donc pas de séquence intronique. Le 
site d’initiation de la transcription se situe à la position -376 et la région promotrice minimale 
entre -507 et -376. Dans cette région, il contient 2 boites TATA, situées à environ 50 et 30 pb 
en amont du site d’initiation de la transcription (Nakamura et al., 1996). De plus, rhob 
présente dans sa région promotrice des séquences VNTR (Variable Number of Tandem 
Repeat). Les VNTR sont des séquences de 34 pb répétées 8 à 11 fois entre la position -
1124 et -821. La présence de ces VNTR diminue l’activité transcriptionnelle de rhob (Mahr 
and Muller-Hilke, 2007; Tovar et al., 2003). De plus, rhob est un gène de réponse précoce. 
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En effet, sa transcription est activée par divers stimuli tels que les stress génotoxiques. Cette 
induction nécessite la présence d’une boite CCAAT dans la région promotrice sur laquelle 




III-2-1-2 La protéine 
RhoB contient 2 domaines « switch » qui permettent l’interaction avec ses différentes 
protéines régulatrices et ses effecteurs ainsi que des sites de liaison aux nucléotides qui en 
conformation tridimensionnelle forment une poche dans laquelle le GTP/GDP viendra se lier 
(Soundararajan et al., 2008). Elle est constituée de 6 feuillets β et de 5 hélices α. Lors de sa 
liaison au GTP, la conformation de la protéine va se modifier permettant ainsi son interaction 
avec les effecteurs (Soundararajan et al., 2008) (Figure 12). Contrairement à RhoA et RhoC 
dont la demi-vie est longue et l’expression constitutive, RhoB a une demi-vie courte (environ 
2 h) (Jahner and Hunter, 1991; Malcolm et al., 2003; Westmark et al., 2005) et son 
expression est finement régulée en réponse à divers stimuli. L’expression de RhoB 
augmente à la transition entre la phase G1 et la phase S du cycle cellulaire pour atteindre 
son maximum en phase S (Zalcman et al., 1995). De plus, bien que son expression soit 
ubiquitaire, il a été décrit que l’expression de son taux basal est également régulée de 
manière cellule et tissu spécifique. Ainsi, elle est, entre autre, très fortement exprimée dans 
le tissu pulmonaire (Fritz et al., 1999a).   
 
III-2-2 Régulation de l’expression de RhoB 
III-2-2-1 Stress génotoxiques 
rhob est un gène de réponse précoce à un certain nombre de stimuli dont les stress 
génotoxiques tels que les UV (Canguilhem et al., 2005), les rayonnements ionisants (Milia et 
al., 2005), l’hypoxie (Skuli et al., 2006) ou les chimio-toxiques (cisplatines, agents alkylants) 
(Fritz and Kaina, 1997, 2000; Fritz et al., 1995). 
L’accumulation de RhoB suite à un traitement aux UV de type C serait due à la fois à 
une activation de la transcription (Fritz and Kaina, 2001b) et à une stabilisation de l’ARNm 
(Westmark et al., 2005). De plus, des travaux du laboratoire ont montré une augmentation de 
l’expression de RhoB suite à un traitement par les UV-B via l’activation de son promoteur et 
la stabilisation de son ARNm mais également la régulation de son activité (Canguilhem et al., 
2005). 
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Le 5-fluoro-uracile (5-FU) induit la transcription de rhob dans des cellules non 
transformées par KRas. En effet, dans les cellules transformées par l’oncogène, l’activation 




III-2-2-2 Facteurs de croissance  
L’expression de RhoB est aussi induite par des facteurs de croissance tels que l’EGF 
ou le PDGF (de Cremoux et al., 1994; Jahner and Hunter, 1991; Nakamura et al., 1996; 
Zalcman et al., 1995) avec une augmentation du taux d’ARNm et de la protéine. 
De plus, le TGFβ, impliqué dans la régulation de la prolifération cellulaire et de la 
transition épithélio-mésenchymateuse induit également une accumulation de la protéine 
RhoB et ce via l’activation de sa transcription (Vasilaki et al., 2010; Xie et al., 2003) ou 
l’inhibition de sa dégradation par le protéasome (Engel et al., 1998). Cependant, la 
surexpression de récepteurs aux facteurs de croissances tels que l’EGFR ou ErbB2 induit 
une activation de la voie Ras et donc une inhibition de l’activité transcriptionnelle du 





III-2-2-3 GTPases Rho   
L’expression de RhoB est également régulée par les autres protéines Rho. Ainsi 
l’expression de mutants constitutivement actifs de RhoA ou de RhoB conduit à l’inhibition du 
promoteur murin de rhob. De même, la surexpression de RhoGDI-1 entraine l’activation de 
ce même promoteur (Fritz and Kaina, 1997). 
Le traitement par des statines, comme la lovastatine, en empêchant la prénylation, 
induit une légère augmentation de sa transcription mais surtout inhibe sa dégradation 
conduisant ainsi  à une accumulation de protéine RhoB inactive (Stamatakis et al., 2002; 
Von Zee et al., 2009). 
Une étude récente a montré que l’inhibition de RhoA induit une accumulation de RhoB 
suite à une inhibition de sa dégradation. Pour cela, RhoA-GDP doit interagir avec  RhoGDI1 





III-2-2-4 Mécanismes de régulation de son expression 
Comme décrit ci-dessus, l’expression de RhoB est régulée par de nombreux stimuli, 
les mécanismes de régulations sont très variés : de la régulation épigénétique jusqu’à la 




III.2.2.4.1 Régulations epigénétiques 
Il existe 2 grands types de modifications épigénétiques : la méthylation des 
promoteurs sur les ilôts CpG et l’acétylation des histones (voir paragrape 1-5-4 modifications 
epigénétiques). Des expériences, menées chez la souris, ont mis en évidence des variations 
de l’expression de RhoB en fonction de l’âge et des tissus et ce par des mécanismes 
épigénétiques. En effet, le promoteur de RhoB n’est pas méthylé mais les histones sont 
déacétylées conduisant ainsi à l’inihibition de son expression (Yoon et al., 2007). L’utilisation 
d’inhibiteur d’HDAC, enzyme conduisant à la déacétylation des histones et donc à la 
diminution de la transcription des gènes, permet la ré-expression de RhoB dans plusieurs 
lignées de CBNPC (Wang et al., 2003b). De même, le promoteur de RhoB n’est pas méthylé 
dans les tumeurs pulmonaires alors que son expression est diminuée et des inhibiteurs de 
MET, enzymes responsables de cette méthylation, ne permettent pas la ré-expression de la 
protéine à l’inverse d’inhibiteurs d’HDAC (Kim et al., 2010; Marlow et al., 2009; Mazieres et 
al., 2007b; Sato et al., 2007). De plus, le traitement par des FTI ou des GGTI dans des 
cellules Panc-1 (carcinome pancréatique) induit une augmentation de l’expression de RhoB 
et ce par dissociation des HDAC ou une association avec les HAT, protéine induisant 
l’acétylation des histones (Delarue et al., 2007). Une séquence CCAAT présente sur le 
promoteur est nécessaire à la régulation de la transcription de rhob par acétylation des 
histones (Wang et al., 2004).  
 
 
III.2.2.4.2 Régulations transcriptionnelles et post-
transcriptionnelles 
En plus de ses 2 boites TATA et de sa boite CCAAT, RhoB présente dans son 
promoteur des séquences VNTR qui correspondent à la répétition successive, entre 8 et 11 
fois, de 34pb. Cette séquence régule négativement l’expression de RhoB. En effet, lorsque 
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celle-ci est délétée, l’activité transcriptionnelle du promoteur est augmentée (Tovar et al., 
2003). Pour l’instant aucun lien direct entre la présence des VNTR et l’expression de RhoB 
n’a été mis en évidence dans les tumeurs. 
Différents traitements génotoxiques induisent la transcription de RhoB. Ainsi 
l’exposition aux UV de type B (Canguilhem et al., 2005) ou de type C active le promoteur de 
rhob (Fritz and Kaina, 1997). Cette dernière se fait via la liaison des facteurs NF-YA et ATF-2 
sur la boite CCAAT (Fritz and Kaina, 2001b). Les radiations ionisantes activent également la 
transcription de RhoB (Kim et al., 2010; Monferran et al., 2008). La régulation de la 
transcription de rhob se fait via différentes voies en fonction des stimuli. Ainsi, les voies JNK 
(Kim et al., 2010), MEK/ERK (Vasilaki et al., 2010), PPARγ (Peroxisome Proliferator 
Activated Recepto gamma) (Marlow et al., 2009), SMAD2/3 (Vardouli et al., 2008) induisent 
la transcription de la GTPase. Il a récemment été mis en évidence une activation 
transcriptionnelle de rhob suite à des stress non génotoxiques tels que la température (Li et 
al., 2010). 
 
Les ARNs messagers de RhoB peuvent également s’accumuler dans les cellules suite 
à leur stabilisation et à une inhibition de leur dégradation. En effet, il a été montré que le 
traitement par des rayons UV augmente la demi-vie des ARNm RhoB de 90 mn à presque   
3 h et ce via la liaison de la protéine HuR sur la région 3’ non codante de l’ARN messager. 
En effet, cette protéine permet la stabilisation des ARNm en se liant sur des séquences 
riches en AU appelées ARE (AU-Rich Element). Or l’ARNm de RhoB possède 3 séquences 
ARE dans sa partie 3’ (Westmark et al., 2005). De même, l’augmentation d’expression de 
RhoB en réponse aux facteurs de croissance, serait exclusivement due à une accumulation 
de son ARNm (Malcolm et al., 2003).  
 
 
III.2.2.4.3 Régulations traductionnelles et stabilité de la 
protéine  
Outre les régulations transcriptionnelles et post-transcriptionnelles, la quantité de 
protéine présente dans la cellule est également modulée par une régulation de sa traduction 
ou de sa dégradation. 
Ainsi, les microARN en s’hybridant de façon imparfaite sur les ARNm inhibent leur 
traduction. 2 miARN ont été identifiés comme régulant l’expression de RhoB. Il s’agit du miR-
223 qui présente 2 sites de fixation dans la partie 3’ non traduite de l’ARNm (Sun et al., 
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2010) et le miR-21 qui en ciblant RhoB induit la migration et l’invasion cellulaire (Connolly et 
al., 2010). 
De plus, le traitement au TGFβ conduit aussi à une accumulation de la protéine suite à 
une inhibition de sa dégradation via le protéasome (Engel et al., 1998). Mais RhoB subit 
également une dégradation via la voie endo-lysosomiale et ce grâce aux 8 derniers acides 
aminés de la protéine (Perez-Sala et al., 2009; Valero et al., 2010). Les glucocorticoïdes, en 
particulier la déxaméthasone, induisent également la traduction de RhoB de façon dose et 
temps-dépendant (Chen et al., 2006). Une étude récente du laboratoire a également mis en 
évidence un lien entre le taux d’expression de RhoB et l’oestradiol. En effet, le traitement par 
l’oesradiol induit une activation de la protéine dans un premier temps puis une accumulation 




III-2-3 Modifications post-traductionnelles de RhoB 
III-2-3-1 La prénylation  
Alors que RhoA et RhoC sont exclusivement retrouvées dans les cellules sous forme 
géranyl-géranylée. La protéine RhoB présente dans sa région hypervariable un motif – CKVL 
(Cystéine, Lysine, Valine, Leucine) qui lui permet d’être indifféremment géranyl-géranylée ou 
farnésylée (Adamson et al., 1992a; Baron et al., 2000). De plus, il a été montré in vitro que la 
farnésylation de RhoB pouvait se faire aussi bien par la FTase (Lebowitz et al., 1997a) que 
par la GGTase I (Armstrong et al., 1995) mais des travaux du laboratoire ont montré que 
dans des cellules NIH3T3, RhoB est prénylée, à la fois farnésylée et géranyl-géranylée, 
uniquement par la GGTase I (Allal et al., 2002). 
La prénylation de RhoB est importante pour sa localisation cellulaire (Milia et al., 
2005), l’interaction avec certaines protéines et sa dégradation (Perez-Sala et al., 2009; 
Stamatakis et al., 2002; Valero et al., 2010) et est donc indispensable dans la régulation de 
bon nombre de ses fonctions biologiques. En effet, les fonctions de RhoB peuvent être 
différentes voire opposées en fonction de sa prénylation (Mazieres et al., 2005; Milia et al., 





III-2-3-2 La palmitoylation   
RhoB possède, dans sa région C-terminale, 2 cystéines en position 189 et 192, juste 
en amont de la cyctéine prénylée (Cys193) qui seront palmitoylées. La palmitoylation des 
protéines consiste en l’ajout réversible d’un acide palmitique sur un résidu cystéine par une 
liaison thio-ester. Cette modification est également importante pour la localisation de RhoB 
(Michaelson et al., 2001), ses fonctions cellulaires (Adamson et al., 1992b; Wang and Sebti, 




III-2-3-3 La phosphorylation 
Certaines protéines Rho sont phosphorylées telles que RhoA (Rolli-Derkinderen et al., 
2005; Rolli-Derkinderen et al., 2010) ou Rac (Kwon et al., 2000) par différentes protéines 
kinases. Cette phosphorylation peut conduire à une diminution de l’affinité de la protéine 
pour le GTP (Kwon et al., 2000), une translocation de la GTPase de la membrane vers le 
cytosol (Forget et al., 2002b; Riento et al., 2005) ou empêche la dégradation (Rolli-
Derkinderen et al., 2005). RhoA est inhibée par phosphorylation sur la sérine en position 188 
(Ellerbroek et al., 2003). De même, RhoB est phosphorylée in vitro et in vivo sur sa sérine 
185 par la Caseine Kinase 1 (CK1) et cette phosphorylation inhibe son rôle sur la 





Le taux des protéines Rho est régulé notamment par ubiquitination (liaison 
d’ubiquitine, peptide de 8 kD, sur une lysine) et adressage au protéasome (Visvikis et al., 
2010). Ainsi RhoA est ubiquitinée sur les lysines en position 6 et 7 par la protéine Smurf1 
(Wang et al., 2006), mais également par Cul3/BACURD (Chen et al., 2009a). Rac1 est 
également ubiquitinée mais en position 147 (Doye et al., 2002; Visvikis et al., 2008). RhoB 
semble également subir ce type de modification induisant sa dégradation par le protéasome 





III-2-4 Localisation subcellulaire de la protéine RhoB 
Alors que RhoA et RhoC sont essentiellement localisées dans le cytosol sous leur 
forme inactive liée au GDP ou au niveau de la membrane plasmique lorsqu’elles sont 
activées, RhoB, quant à elle est presque exclusivement membranaire (Adamson et al., 
1992b; Michaelson et al., 2001; Robertson et al., 1995). Bien que sa localisation 
membranaire soit avérée, sa localisation subcellulaire reste controversée puisqu’elle varie en 
fonction des lignées cellulaires étudiées et de la technique d’analyse utilisée. 
Elle est généralement retrouvée au niveau de la membrane plasmique et des 
endosomes précoces mais également, de façon minoritaire, au niveau de l’appareil de golgi 
et des vésicules pré-golgiennes. Il semblerait qu’environ 60% de RhoB soit localisée au 
niveau de la membrane plasmique et 40% au niveau des vésicules endosomales (Wherlock 
et al., 2004). Mais RhoB est également décrite dans le noyau (Adini et al., 2003; Lebowitz 
and Prendergast, 1998; Meunier et al., 2010). 
Des travaux montrent que la localisation de RhoB dépend de sa prénylation. En effet, 
des mutants mimant spécifiquement les formes RhoB-GG (motif –CLLL) ou RhoB-F (motif –
CAIM) ont été utilisés montrant ainsi que sous sa forme farnésylée, RhoB est localisée à la 
membrane plasmique alors que sous sa forme géranylgéranylée, elle est localisée aux 
endosomes (Milia et al., 2005). De plus, le traitement de cellules par un FTI inhibe sa 
localisation à la membrane plasmique (Wherlock et al., 2004). Cette localisation différentielle 





III-2-5 Régulation de l’activité de RhoB  
RhoB est très homologue à RhoA, en particulier au niveau des domaines « switch » 
qui sont les domaines d’interaction avec les régulateurs GEF, GAP et GDI. Ceci suggérant 
donc que les protéines qui interagissent avec RhoA devraient être capables d’interagir 
également avec RhoB. Mais leurs pertinences fonctionnelles restent à confirmer in vitro et in 





III-2-5-1 GEFs  
Pour le moment, seules 3 GEF ont été décrites pour être impliquées dans l’activation 
de RhoB. 
 XPLN (eXchange found in Platelet, Leukemia and Neuronal tissue) ou ARHGEF3 qui 
active RhoA et RhoB mais pas RhoC à la fois in vitro et in vivo (Arthur et al., 2002). XPLN 
contient un domaine Dbl et PH, elle est exprimée dans le cerveau, les muscles, le cœur, les 
reins, les plaquettes et les macrophages. Elle est impliquée dans la formation des fibres de 
stress et des points focaux d’adhérence.  
Vav2 dont l’expression est ubiquitaire. Son activité GEF de RhoB a été mise en 
évidence à la fois in vitro (Schuebel et al., 1998) et in vivo en réponse à l’EGF mais pas au 
LPA (LysoPhosphatidic Acid) (Gampel and Mellor, 2002). La stimulation par l’EGF induit 
deux phases de stimulation de l’activité de RhoB, une phase précoce (5mn) indépendante de 
Vav2 et une phase  plus tardive (1 h) qui est dépendante de cette GEF. 
GEF-H1/lfc est une GEF de la famille Dbl dont l’interaction avec RhoB a été mise en 
évidence in vitro par la technique de double hybride (Données personnelles de G. Zalcman), 





A ce jour, aucune GAP impliquée dans la régulation spécifique de RhoB n’a été 
identifiée. Mais certaines bien que non spécifiques de RhoB régulent son activité. Ainsi la 
p190RhoGAP inhibe RhoA mais également RhoB et RhoC (Kusama et al., 2006; Wang et 
al., 2003a). La protéine DLC1 est également une GAP de RhoA, RhoB et RhoC (Healy et al., 
2008). Une protéine capable d’activer l’activité GTPasique de RhoB a été partiellement 
purifiée à partir de cerveaux bovins, la RhoBp20GAP mais elle se lie également à RhoA 
(Ueda et al., 1990). 
 
 
III-2-5-3 GDIs  
L’implication de RhoGDI-1 dans la régulation de RhoB est controversée, notamment 
sa capacité à l’extraire des membranes (Bilodeau et al., 1999; DerMardirossian and Bokoch, 
2005; Isomura et al., 1991). De plus, cette GDI est uniquement cytosolique or RhoB est 
absent du cytosol et sa palmitoylation empêcherait leur interaction (Michaelson et al., 2001). 
Aucun lien entre RhoGDI2 et RhoB n’a été mis en évidence à ce jour. 
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RhoGDI3, localisée à la membrane comme RhoB, interagit fortement avec RhoB in 
vitro inhibant ainsi l’échange GDP/GTP et permettant également son extraction des 
membranaires cellulaires lorsque RhoB est sous sa forme active (Zalcman et al., 1996). 
Cependant, in vivo, alors que RhoGDI3 délocalise RhoG au niveau de l’appareil de Golgi et 
permet sa séquestration et son inhibition, il n’a pas été observé de délocalisation de RhoB ni 




III-2-6 Fonctions cellulaires de RhoB  
III-2-6-1 Ses partenaires 
RhoA étant l’une des protéines Rho les plus étudiées, bon nombre de ses effecteurs 
ont été identifiés. De part sa forte homologie avec RhoA, ses effecteurs interagissent 
également avec RhoB in vitro (p160ROKα, Dia1 et 2, PRK1/2, la  Rothekine…) (Wheeler 
and Ridley, 2004). Cependant, les particularités de RhoB vis-à-vis de son homologue, et 
notamment sa localisation cellulaire, laissent penser que cela puisse être différent in vivo 
(Prendergast, 2001).  
 
In vivo, RhoB-GTP induit la translocation de la protéine PRK1 (Mellor et al., 1998) et 
de PDK1 aux endosomes. Elle permet ainsi de colocaliser les 2 protéines permettant ainsi la 
phosphorylation de PRK1 par PDK1 (Flynn et al., 2000). De plus, RhoB active PRK1 
induisant ainsi la régulation du trafic du récepteur à l’EGF (Gampel et al., 1999). Des 
mutants de RhoB incapables d’interagir avec PRK1 n’inhibent plus la transformation 
cellulaire induite par KRas, dans des cellules épithéliales d’intestin de rat, montrant donc 
l’importance de cet effecteur dans le rôle anti-transformant de RhoB (Zeng et al., 2003). De 
plus, la phosphorylation de RhoB par la CK1 inhibe son interaction avec la PRK1 (Tillement 
et al., 2008). 
Différents effecteurs de RhoB ont été identifiés par la technique du double hybride. 
Ainsi le facteur de transcription DB1 interagit avec RhoB in vitro et préférentiellement lorsque 
celle-ci est liée au GTP inhibant ainsi la transcription DB1-dépendante (Lebowitz and 
Prendergast, 1998).  
De même une interaction entre RhoB et TNFAIP1 (TNFα Induced Protein) a été mise 
en évidence in vitro et in vivo permettant ainsi l’induction de l’apoptose par le TNFα dans les 
cellules HeLa (Kim et al., 2009a).  
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Au laboratoire, la technique du double hybride a permis de révéler une interaction 
avec MAP1A/LC2 (Microtubules Associated Protein) permettant ainsi à RhoB  de réguler le 
trafic de l’EGFR. De plus, il a été montré que les 18 acides aminés C-terminaux de la petite 
GTPase sont nécessaires à l’interaction entre les 2 protéines (Lajoie-Mazenc et al., 2008).  
La protéine p76RBE (p76 RhoB  Effector) ou Rhophiline 2 a été identifiée par criblage 
différentiel d’une banque d’ADNc préparée à partir de glandes de thyroïdes canines. Elle est 
stimulée par l’AMPc et interagit avec RhoB active mais pas avec RhoA ni avec RhoC. De 
plus, RhoB permet son recrutement aux endosomes (Mircescu et al., 2002; Steuve et al., 
2006). 
RhoB interagit également avec mDia2 au niveau des endosomes afin de réguler le 
transport vésiculaire et la dynamique du cytosquelette d’actine (Wallar et al., 2007). 
RhoB induit la formation de fibres de stress et il a récemment été mis en évidence 
que, dans les plaquettes, cette régulation se faisait grâce à l’association avec 2 effecteurs de 
la famille des formines mDia1 et Daam1. Ces effecteurs interagissent indifféremment avec 
RhoA, RhoB et RhoC mais pas Rac1 et Cdc42 (Higashi et al., 2008). 
Une analyse protéomique à haut débit a permis d’étudier les protéines interagissant 
avec la sous-unité catalytique de la phosphatase PP2A, la protéine RhoB sous sa forme 
active a été identifiée et ce résultat a été confirmé par des expériences de co-




III-2-6-2 Le cycle cellulaire 
L’expression de RhoB varie au cours du cycle cellulaire pour être à son taux maximal 
en phase S (Zalcman et al., 1995) suggérant un rôle de RhoB dans la progression du cycle. 
Une étude du laboratoire a mis en évidence que le traitement par un GGTI induit un blocage 
des cellules en G1, réversé par RhoB sous sa forme farnésylée (RhoB-F) (Allal et al., 2002). 
III-2-6-3 Régulation des facteurs de transcription 
Un mutant constitutivement actif de RhoB induit la transcription SRE-dépendante 
(Serum Responsive Element) en absence de sérum. Pour cela RhoB doit être activée mais 
cette fonction est indépendante de la prénylation (Lebowitz et al., 1997b) et se ferait via 
l’effecteur PRK (Zeng et al., 2003). 
De plus, contrairement à d’autres protéines Rho (Perona et al., 1997), RhoB inhibe 
NFκB, un facteur de transcription impliqué dans l’apoptose, suite à divers stimuli (Fritz and 
Kaina, 2001a). Depuis, des travaux du laboratoire ont montré que la surexpression de RhoB 
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bloque l’activation constitutive de NFκB suite à la transformation par Ras et ce lorsqu’elle est 
farnésylée (Mazieres et al., 2005). Cependant, une autre étude à mis en évidence que 
RhoB-F induit l’activation de NFκB via son effecteur ROCK I (Rodriguez et al., 2007).  
RhoB régule également la transcription induite par le TGFβ ((Engel et al., 1998) et ce 
en inactivant le facteur de transcription AP-1 (Adnane et al., 2002b). De plus, RhoB 
régulerait la transcription de p21 dans des fibroblastes transformés par Ras inhibant ainsi la 
transition G1/S (Du et al., 1999). Mais une étude montre que l’expression de RhoB-F dans 
des cellules NIH3T3 inhibe l’expression de p21 induite par un GGTI (Allal et al., 2002). Le 
traitement par un agoniste de PPARγ induit l’expression de RhoB qui va elle-même 
permettre la transcription de p21 afin de réguler l’apoptose (Marlow et al., 2009). 
De plus, RhoB régule la transcription de gènes impliqués dans les processus de 
migration et d’invasion. Ainsi, elle potentialise celle de NOS2 (Nitric Oxyde Synthase) induite 
par les cytokines (IL1, TNFα, IFNγ) (Delarue et al., 2001) et celle de COX2 (Cyclo-
OXygenase) (Shao et al., 2000). RhoB est également impliquée dans la régulation 
transcriptionnelle de la preproendothelin-1, précurseur de l’endotheline qui possède des 





III-2-6-4 Le cytosquelette 
Comme ses homologues RhoA et RhoC, RhoB est impliquée dans la formation des 
fibres de stress. Il a  été mis en évidence au laboratoire que l’expression d’un mutant 
constitutivement actif (RhoBV14) induit la formation des câbles d’actine (Allal et al., 2002) 
ainsi que la formation d’un réseau d’actine à la membrane des endosomes et ceci via la 
régulation de son effecteur Dia1 (Fernandez-Borja et al., 2005). De plus, RhoB est 
nécessaire à la réorganisation du cytosquelette induit par différents traitements tels que le 
TGFβ (Moustakas and Stournaras, 1999; Vardouli et al., 2005) ou le LPA (Ishida et al., 
2004). De même la réexpression de RhoB dans des cellules transformées par Ras restaure 
la formation des fibres de stress (Du and Prendergast, 1999; Liu et al., 2000; Zeng et al., 
2003). 
Bien que la prénylation de RhoB soit nécessaire à sa fonction sur le cytosquelette, le 
type de modification ne semble pas entrer en jeu. En effet, les mutants insensibles aux 
GGTases et donc uniquement farnésylés (-CAIM) ou insensibles aux FTases et donc sous 
forme –GG (-CLLL) induisent tous deux la formation des fibres de stress (Allal et al., 2002). 
La phosphorylation de RhoB inhibe la polymérisation de l’actine en fibre de stress (Tillement 
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et al., 2008). Plusieurs effecteurs sont impliqués dans la régulation du cytosquelette par 
RhoB, ceux-ci sont fonction du type cellulaire étudié (Zeng et al., 2003). Ainsi, RhoB inhibe la 
migration et l’invasion de cellules de glioblastomes en inhibant la PKCι (Baldwin et al., 
2008). La protéine Dia1 est un effecteur important dans la régulation du cytosquelette 




III-2-6-5 Le trafic intra-cellulaire 
La surexpression de RhoB ralentit le transfert de l’EGFR des endosomes tardifs vers 
le compartiment lysosomal où il sera dégradé. Dans les cellules HeLa, ce processus serait 
dépendant uniquement de RhoB (Gampel et al., 1999) alors qu’il nécessiterait également 
RhoA dans des cellules MDCK (Leung et al., 1999; Rondanino et al., 2007). L’effecteur 
PRK1 parait être impliqué dans cette fonction. En effet, RhoB permet le recrutement de 
PRK1 aux endosomes où elle sera activée (Flynn et al., 2000; Mellor et al., 1998) et un 
mutant RhoB n’ayant pas la capacité de lier PRK1 ou l’inhibition de cette dernière bloquent le 
trafic de l’EGFR (Gampel et al., 1999). RhoB permet le trafic des endosomes le long des 
fibres de stress et ce processus nécessite l’effecteur Dia1 (Fernandez-Borja et al., 2005). 
Une étude du laboratoire a également mis en évidence l’implication de MAP1A, 
protéine associée aux microtubules et interagissant avec RhoB au niveau des endosomes, 
dans la régulation du trafic du récepteur à l’EGF (Lajoie-Mazenc et al., 2008). En effet, 
lorsque MAP1A est déplétée, l’expression du récepteur diminue et la signalisation en aval 
est régulée. 
RhoB permet également la localisation d’Akt au noyau dans des cellules endothéliales 
primaires de rétine permettant ainsi leur survie (Adini et al., 2003). De même, en localisant 
GSK3 au noyau, RhoB contrôle le turn-over de l’oncogène c-Myc en augmentant sa 
dégradation (Huang et al., 2006) et permet également la localisation de Src à la membrane 
plasmique (Sandilands et al., 2004) ainsi que 2 de ses kinases Yes et Fyn (Sandilands et al., 
2007). Elle permet également le recyclage du récepteur CXCR2 (Neel et al., 2007) et ceci 




III-2-6-6 La mort cellulaire 
rhob est un gène de réponse précoce à différents stress génotoxiques (UV, radiations 
ionisantes, hypoxie…) et participe à la réponse cellulaire en aval des dommages à l’ADN. 
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RhoB n’active pas la voie de réponse aux dommages à l’ADN mais participerait à l’arrêt en 
G2/M suite à ces dommages en contrôlant la balance entre la survie et la mort cellulaire (Liu 
et al., 2001a).  
Ainsi, l’expression de RhoB augmente la sensibilité de cellules NIH3T3 à différents 
génotoxiques (cisplatine, treosulfan…) et ce via l’augmentation de l’apoptose  (Delord et al., 
2010; Fritz and Kaina, 2000). RhoB sensibilise également ces mêmes cellules transformées 
par H-Ras au traitement par le 5fluoro-uracile (5-FU) (Jiang et al., 2004a) mais des travaux 
du laboratoire suggèrent que seule la forme géranylgéranylée est impliquée et ceci via 
l’inhibition de NFκB et d’Akt (Mazieres et al., 2005). Cependant, RhoB induit une résistance 
au cisplatine dans des cellules de carcinomes laryngés (Cimbora-Zovko et al., 2010).  
RhoB protège contre la mort cellulaire induite par le traitement aux UV-C (Fritz and 
Kaina, 2000) et aux UV-B.  De plus, elle induit la survie des cellules traitées aux UV-B via 
l’activation d’Akt et de GSK3 (Canguilhem et al., 2005). 
Le rôle de RhoB dans la réponse aux radiations ionisantes semble varier en fonction 
du type cellulaire. Des fibroblastes murins co-transformés par E1A et H-Ras (cellules 
appelées ER) délétés pour RhoB seraient ainsi plus résistants à l’apoptose induite par les 
dommages à l’ADN que les cellules ER RhoB+/-. De plus, lorsque RhoB est ré-exprimée dans 
les cellules RhoB-/-, l’apoptose est restaurée (Liu et al., 2001a). Mais il a été montré au 
laboratoire que RhoB était corrélée à la radiorésistance et ce aussi bien dans des cellules 
NIH3T3 (Milia et al., 2005), U87 (cellules de glioblastomes humains) (Ader et al., 2003; 
Delmas et al., 2002) que dans des cellules HeLa (Ader et al., 2002). Seule la forme 
farnésylée induit cette radiorésistance (Milia et al., 2005). Cependant, une étude récente a 
montré une augmentation de l’expression de RhoB suite aux traitements par les rayons γ 
induisant ainsi l’apoptose (Kim et al., 2010). 
RhoB régule l’apoptose via son interaction avec TNFAIP1 et la régulation de la voie 
JNK (Kim et al., 2009a; Kim et al., 2010). Le traitement par le NSC126188 induit l’apoptose 
via l’induction de la protéine RhoB (Kim et al., 2010). 
Le rôle de RhoB dans la réponse aux stress génotoxiques est important dans la 
réponse aux traitements contre le cancer. En effet, nombreuses molécules utilisées en 
thérapeutiques sont des agents génotoxiques et le statut de RhoB permettrait de prévoir la 
réponse à de tels agents. Bien que le rôle de la GTPase ne soit pas clairement définit. En 
empêchant la mort des cellules ayant subit certains dommages à l’ADN, RhoB pourrait être 
responsable d’accumulation de mutations et donc de l’apparition de tumeur ce qui serait un 





III-2-6-7 La migration cellulaire 
RhoB est impliquée dans la régulation de la migration cellulaire lors de 
l’embryogenèse. En effet, la protéine est exprimée dans les crêtes neurales chez le xénope 
(Vignal et al., 2007),  la souris (Henderson et al., 2000) mais également chez le poulet (Liu 
and Jessell, 1998) où elle est nécessaire à la migration des cellules afin de permettre la 
délamination et la formation du tube neural.  
Les MEF RhoB-/- présentent une diminution de l’adhésion via la perte d’expression de 
l’intégrine β1, accompagnée d’une diminution de la migration des  cellules sur la fibronectine 




III-2-6-8 RhoB et cancer 
Si les rôles pro-transformants de RhoA et RhoC sont aujourd’hui clairement établis 
(Fritz and Kaina, 2006; Jaffe and Hall, 2002; Sahai and Marshall, 2002; Vega and Ridley, 
2008), celui de RhoB a été controversé. En effet, au départ des propriétés oncogéniques lui 
avaient été attribuées (Lebowitz et al., 1997b; Prendergast et al., 1995; Zalcman et al., 1995) 
alors que des études plus récentes lui donnent des propriétés de suppresseur de tumeurs. 
 
 
III.2.6.8.1 Rôle de RhoB dans la transformation 
cellulaire  
Des publications anciennes montrent que l’expression d’un mutant dominant négatif 
de RhoB, RhoBN19, inhibe la prolifération ancrage-indépendante de cellules transformées 
par l’oncogène H-Ras et inversement, celle d’un mutant constitutivement actif potentialise 
l’effet de l’oncogène (Prendergast et al., 1995) ceci suggérant donc que RhoB jouerait un 
rôle positif dans la transformation cellulaire.  
Le rôle anti-transformant des FTI, initialement développés contre Ras, serait médié 
par l’inhibition de RhoB-F (pro-transformant) au profit de RhoB-GG (anti-transformant) 
(Lebowitz et al., 1997a; Mazieres et al., 2005; Prendergast and Oliff, 2000). En effet, 
l’inhibition de la farnésylation induit une augmentation du taux de RhoB-GG dans les cellules 
permettant de réverser la transformation de nombreuses lignées cellulaires tumorales (Du et 
al., 1999; Du and Prendergast, 1999; Zeng et al., 2003). Ces résultats sont corroborés par 
des travaux qui montrent que la surexpression de RhoB-GG inhibe la transformation de 
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cellules NIH3T3 (Mazieres et al., 2005). D’autre part, l’induction de l’apoptose par les FTI est 
médiée par la protéine RhoB dans des fibroblastes murins transformés par E1A mais 
également in vivo lors d’expériences de xénogreffes chez des souris SCID (Liu et al., 2000). 
Cependant toutes les études menées ultérieurement dans des lignées humaines ont 
mis en évidence un rôle anti-transformant de la protéine RhoB. En effet, dans les cellules 
Panc-1 (carcinome pancréatique), HeLa (carcinome cervical), Saos-2 (ostéosarcome)… 
(Chen et al., 2000), mais également OVCAR-3 et IGROV-1 (carcinomes ovariens) (Couderc 
et al., 2008) et dans les cellules A549 (carcinomes pulmonaires) (Mazieres et al., 2004a), la 
surexpression de RhoB inhibe la transformation cellulaire. De même, le traitement au 
RS5444, un agoniste de PPARγ, induit une augmentation de l’expression de RhoB 
responsable de l’activation de p21 et de la mort de cellules ATC (carcinome anaplasique 
thyroïdien) (Marlow et al., 2009). De plus, bien que les souris délétées pour RhoB ne 
présentent pas de tumorigenèse spontanée elles ont une sensibilité accrue à un carcinogène 
chimique, le DMBA (Liu et al., 2001b). 
 
Le rôle de RhoB dans la transformation cellulaire semble passer par la régulation de 
voies de signalisation largement impliquées dans les processus de prolifération et de survie 
cellulaire. De nombreuses études montrent un lien entre RhoB et la kinase Akt. En effet, 
RhoB inhibe Akt dans les cellules Panc-1 (Chen et al., 2000), A549 (Mazieres et al., 2004a) 
et NIH3T3 transformées par Ras (Mazieres et al., 2005) permettant ainsi l’inhibition de la 
transformation. De plus, la régulation d’Akt par RhoB pourrait être impliquée dans la 
régulation de l’apoptose via NFkB ou de l’invasion par la régulation de MMP2 (Jiang et al., 
2004b). 
Les mécanismes mis en jeu par RhoB pour réguler Akt restent encore à définir. 
Certains arguments suggèrent l’implication de PRK, effecteur de RhoB impliqué dans 
l’activation de PDK1, kinase d’Akt permettant son activation. Il a, en effet, été mis en 
évidence que l’effet anti-transformant de RhoB nécessite l’interaction avec PRK (Zeng et al., 
2003). D’autre part, RhoB étant capable de réguler la localisation d’Akt comme cela a été 
montré dans des cellules endothéliales (Adini et al., 2003), rien n’exclut une régulation de 
l’activité de la kinase via sa localisation intracellulaire afin de mettre la protéine en contact 
avec ses régulateurs (Prendergast, 2001). 
D’autres travaux mettent également en évidence l’implication de la kinase ERK en 
aval de RhoB dans les cellules A549 (Mazieres et al., 2004a) ou Panc-1 (Chen et al., 2000) 
mais en revanche pas dans les cellules NIH3T3 transformées par Ras (Mazieres et al., 
2005). 
De plus, il n’est pas exclu que les propriétés « suppresseur de tumeur » de RhoB 
soient dues à la séquestration d’effecteurs de RhoA ou RhoC. En effet, de nombreux 
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effecteurs sont communs aux 3 protéines Rho et en entrant en compétition avec ses 
homologues, RhoB pourrait atténuer les voies de signalisation oncogéniques activées par 
RhoA et RhoC (Jiang et al., 2004b; van Golen et al., 2002; Zeng et al., 2003). 
 
 
III.2.6.8.2 Expression de RhoB dans les tumeurs  
Bien qu’aucune mutation du gène rhob n’ait été retrouvée dans les tumeurs, son 
expression est souvent dérégulée. 
En effet, il a été mis en évidence dans certains cancers comme les glioblastomes 
(Forget et al., 2002a), les cancers de la tête et du cou (Adnane et al., 2002a) et les cancers 
bronchiques (Mazieres et al., 2004a; Sato et al., 2007), gastriques (Zhou et al., 2010), 
mammaires (Meunier et al., 2010)  mais également dans un grand nombre de lignées 
tumorales (Wang et al., 2003b) une perte d’expression de la protéine. De plus, cette perte 
d’expression est corrélée à la progression tumorale. En effet, la protéine est exprimée dans 
les stades précoces de l’oncogenèse, dans les carcinomes in situ mais elle est absente dans 
les stades plus avancés et dans les tumeurs invasives suggérant un rôle de RhoB dans les 
processus invasifs. Cependant, une étude menée dans les cancers du sein a montré une 
augmentation de l’expression de la GTPase RhoB (Fritz et al., 2002).  
Les mécanismes de suppression de RhoB dans les tumeurs restent encore à être 
déterminés. Sa transcription est régulée par des mécanismes épigénétiques. En effet, 
l’expression de RhoB est restaurée dans des cellules issues de CBNPC par traitement avec 
des inhibiteurs d’HDAC (Wang et al., 2003b). En revanche, son expression n’est pas régulée 
par méthylation de son promoteur (Mazieres et al., 2007b; Sato et al., 2007). 
Il est également connu que certains oncogènes tels que Ras, EGFR et HER2, mais 
pas v-Src, induisent une inhibition de RhoB (Jiang et al., 2004a; Jiang et al., 2004b). 
De plus, 2 miARNs s’hybrident sur la région 3’ non-traduite de RhoB, le miR-21 et le 
miR-223, inhibant sa traduction et induisant ainsi l’inhibition de son expression (Connolly et 
al., 2010; Sun et al., 2010). Il est intéressant de noter que ces 2 mi-ARN sont surexprimés 
dans les cancers bronchiques. 
Une délétion homozygote de la région 2p24 contenant le gène codant pour RhoB a 





III.2.6.8.3 Contrôle de la dissémination métastatique 
La perte d’expression de RhoB observée dans les stades invasifs décrite 
précédemment suggère que cette protéine est impliquée dans les processus d’invasion 
permettant la dissémination des cellules tumorales dans l’organisme et l’apparition de 
métastases. 
En effet, dans de nombreuses lignées cellulaires, il a été mis en évidence le rôle anti-
migratoire de RhoB. Ainsi, la surexpression de RhoB dans des cellules NIH3T3 
transformées, inhibe non seulement la transformation cellulaire mais également la migration 
et l’invasion (Jiang et al., 2004b). ceci est de même observé dans des lignées issues de 
carcinome gastrique (Zhou et al., 2010) ou dans des glioblastomes où l’inhibition de la PKCι 
induit une augmentation de l’expression de RhoB responsable de l’inhibition de la migration 
cellulaire (Baldwin et al., 2008). In vivo, la surexpression de RhoB dans des cellules B16F10, 
issues de mélanomes invasifs, inhibe le développement de métastases pulmonaires (Jiang 
et al., 2004b). 
Des études d’inhibition de RhoB ont également révélé son rôle anti-migratoire. En 
effet, des macrophages RhoB-/- présentent une morphologie plus ronde et des 
prolongements plus courts et ces macrophages migrent plus rapidement. Il a également été 
mis en évidence dans cette étude que la perte de RhoB était corrélée à une diminution 
d’expression des intégrines β2 et β3 associée à une diminution de l’adhésion (Wheeler and 
Ridley, 2007) mais ces macrophages ne présentaient pas de diminution d’expression de 
l’intégrine β1 comme cela avait été montré dans des MEF délétées pour RhoB (Liu et al., 
2001b). De plus, une étude récente a montré que le miRNA miR-21 inhibe RhoB augmentant 
ainsi le potentiel migratoire et invasif de différentes lignées cellulaires tumorales comme les 
Huh-7, les HepG2 et les MDA-MB-231 (Connolly et al., 2010). 
Cependant, une autre étude menée dans les cellules DU145, cellules issues de 
carcinome pancréatique, a montré que la surexpression de RhoB entraine une augmentation 
de la migration et de l’invasion cellulaire via l’activation de GSK3 ainsi qu’une augmentation 









OBJECTIFS DES TRAVAUX 
 
La protéine RhoB est sous-exprimée dans de nombreux cancers dont les cancers 
bronchiques. Son expression est inversement corrélée à la progression du cancer du 
poumon. En effet, elle est exprimée dans les carcinomes in situ et les carcinomes bronchio-
alvéolaires mais est absente des carcinomes invasifs (épidermoïdes et adénocarcinomes) 
suggérant donc un rôle de RhoB dans les étapes tardives de l’oncogenèse telles que la 
régulation de la migration et de l’invasion et suggérant pour RhoB un rôle crucial dans la 
dissémination métastatique. Néanmoins, la surexpression de RhoB dans des cellules 
tumorales inhibe leur transformation cellulaire suggérant que la GTPase puisse être 
également impliquée dans les étapes précoces telles que l’initiation ou la potentialisation de 
croissance tumorale.  
Notre objectif a été d’analyser le rôle de la GTPase RhoB dans les différentes étapes 
de l’oncogenèse pulmonaire. Pour cela, nous avons étudié l’effet de son inhibition, sur 
différents phénotypes par la technique d’interférence à l’ARN pour mimer les conditions 
physiologiques de perte d’expression de la protéine lors de la progression tumorale. Nous 
avons ainsi étudié le rôle de RhoB i) dans des cellules non tumorales immortalisées pour 
déterminer si sa seule inhibition induit la transformation cellulaire et ii) dans des cellules 
transformées par l’oncogène KRas, fréquemment muté dans les cancers bronchiques, afin 
de déterminer si l’inhibition de RhoB potentialise le pouvoir transformant de Ras.  
Nous avons également étudié l’effet de l’inhibition de la GTPase sur la migration et 
l’invasion cellulaire ainsi que sur les caractéristiques de la transition épithélio-
mésenchymateuse, processus nécessaire à l’acquisition du phénotype migratoire, ainsi que 
les voies de signalisation mises en jeu par RhoB. 
De plus, un modèle de carcinogenèse pulmonaire chimio-induite a été développé dans 
des souris invalidées ou non pour rhob afin d’étudier in vivo le rôle de RhoB dans l’initiation 









PARTIE 1 : L’INHIBITION DE RHOB STIMULE LE POTENTIEL 





Le cancer du poumon est un vrai problème de santé publique. En effet, c’est la 
première cause de mortalité par cancer dans le monde et la survie à 5 ans est de 15%. Ceci 
est largement dû à des diagnostics tardifs et à un fort potentiel métastatique. En effet, 60% 
des cancers bronchiquse sont diagnostiqués à un stade métastatique. De plus, les 
métastases apparaissent très rapidement, après l’apparition des tumeurs primaires. 
L'amélioration de la prise en charge de ce type de cancer implique donc une meilleure 
connaissance des processus d'oncogenèse et d'invasion tumorale. 
Les GTPases monomériques Rho sont impliquées dans de nombreuses fonctions 
cellulaires telles que la transformation, la survie, la migration et l’invasion cellulaire (Karlsson 
et al., 2009; Sahai and Marshall, 2002). Bien que peu de mutations des protéines Rho ait été 
mise à jour dans les cancers, leur expression est fréquemment dérégulée. Ainsi, l’expression 
de RhoA est augmentée notamment dans les cancers du poumon (Fritz et al., 1999b; Varker 
et al., 2003), celle de RhoC dans de nombreux cancers dont le cancer bronchique (Ikoma et 
al., 2004; Shikada et al., 2003). Bien que fortement homologue à RhoA et RhoC, RhoB 
semble jouer un rôle suppresseur de tumeur. Sa surexpression inhibe la transformation de 
cellules A549 (Mazieres et al., 2004a), Panc-1 (Chen et al., 2000) ou NIH3T3 (Mazieres et 
al., 2005) transformées par Ras. De plus, son expression est diminuée dans les 
glioblastomes (Forget et al., 2002a), les cancers de la tête et du cou (Adnane et al., 2002a), 
du sein (Meunier et al., 2010), gastrique (Zhou et al., 2010) et du poumon (Mazieres et al., 
2004a). Cette perte d’expression de RhoB est inversement corrélée à la progression 
tumorale. En effet, des études immuno-histochimiques ont montré que RhoB est exprimée 
dans les cancers in situ mais ne l’est plus dans les stades invasifs (Mazieres et al., 2004a). 
Ces derniers résultats suggéraient donc que la perte d’expression tardive dans les 
processus d’oncogenèse participerait plutôt à la progression qu’à l’initiation. 
 98
Les travaux réalisés dans le cadre de cette thèse avaient pour but d’analyser le rôle 
de RhoB dans l’initiation et la progression tumorale dans des cellules bronchiques. Pour 
cela, nous avons examiné les effets de l’inhibition de RhoB, par la technique d’interférence à 
l’ARN, afin de mimer la diminution d’expression rencontrée lors de la progression tumorale.  
Nous avons ainsi étudié l’effet des ARNi dirigés contre RhoB dans  2 lignées de cellules 
bronchiques non tumorales (les BEAS-2B, immortalisées par SV40 et les HBE-135, 
immortalisées par E6E7 du papillomavirus) ainsi que sur les cellules tumorales BKR (BEAS 
transformées par KRasV12). En effet, la transformation des cellules par l’oncogène KRas est 
corrélée à la diminution de l’expression de RhoB ainsi qu’à l’augmentation de la prolifération 
et de la migration cellulaire. La transformation cellulaire a été étudiée par mesure de la 
prolifération cellulaire, dépendante ou indépendante de l’ancrage, ainsi que par des 
expériences de tumorigenèse chez la souris. Le potentiel migratoire et invasif des cellules a 
été déterminé par des tests de cicatrisation sur collagène de type I, des tests d’invasion en 
chambre de Boyden ainsi que des tests in vivo de dissémination métastatique après injection 
dans la veine caudale de souris.  
Parallèlement, nous avons analysé les voies de signalisation mises en jeu lors de 
l’inhibition de RhoB. 
 
L’ensemble de ces résultats sont développés dans la publication : 
 “Loss of RhoB expression promotes migration and invasion of human bronchial cells 
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Abstract
Lung cancer is the leading cause of cancer-related death
worldwide, mainly due to its highly metastatic properties.
Previously, we reported an inverse correlation between RhoB
expression and the progression of the lung cancer, occurring
between preinvasive and invasive tumors. Herein, we mim-
icked the loss of RhoB observed throughout lung oncogenesis
with RNA interference in nontumoral bronchial cell lines and
analyzed the consequences on both cell transformation and
invasion. Down-regulation of RhoB did not modify the cell
growth properties but did promote migration and invasive-
ness. Furthermore, RhoB depletion was accompanied by
modifications of actin and cell adhesion. The specific
activation of the Akt1 isoform and Rac1 was found to be
critical for this RhoB-mediated regulation of migration. Lastly,
we showed that RhoB down-regulation consecutive to K-
RasV12 cell transformation is critical for cell motility but not
for cell proliferation. We propose that RhoB loss during lung
cancer progression relates to the acquisition of invasiveness
mediated by the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/AKT
and Rac1 pathways rather than to tumor initiation. [Cancer
Res 2009;69(15):6092–9]
Introduction
Lung cancer is the leading cause of cancer-related death
worldwide, mainly due to its highly metastatic properties. Despite
optimal therapy, disease progression is inevitable in the majority of
patients diagnosed at an advanced stage. This highlights the need
for a better understanding of the molecular mechanisms involved
in lung cancer progression.
The Rho family of small GTPases have been widely implicated in
cell transformation, survival, invasion, migration, metastasis, and
angiogenesis (1). Analyses in human tumors have shown changes in
Rho expression, such as the up-regulation of RhoA in testicular
germ cell tumors (2) and RhoC in melanoma (3). RhoB, in contrast
with its close relatives RhoA and RhoC, has a negative effect on
oncogenesis, thereby likely acting as a tumor suppressor (4). We
(5–7) and others (8, 9) have previously shown that ectopic
expression of RhoB suppresses cell tumorogenesis. Knockout of
the rhoB gene in mice increased the frequency of chemically
induced tumors (10). Moreover, we reported in two independent
immunohistochemical studies that RhoB protein expression
decreased dramatically through lung cancer progression (5). Loss
of RhoB expression has also been reported in head and neck
carcinomas (11), glioblastomas (12), numerous lung cancer cell
lines (13), and lung tumor tissues (14).
The purpose of this work was to decipher the precise role played
by RhoB in the acquisition of the tumor phenotype in lung cancer.
Our previous results suggest that RhoB might be involved in the
processes of proliferation and transformation (5). On the other
hand, we reported that the loss of RhoB expression occurred
between preinvasive and invasive stages of the tumor (5),
suggesting that RhoB might be more involved in the regulation
of lung cancer invasiveness than in the processes of proliferation
and transformation.
To specifically address this hypothesis, instead of analyzing the
effect of forced overexpression of RhoB, as performed until now, we
chose to examine the physiopathologic situation. With RNA
interference, we mimicked the loss of RhoB expression observed in
tumoral tissues in both nontumoral bronchial cell lines (BEAS-2B and
HBE-135) and K-RasV12–transformed BEAS-2B cells and analyzed
the consequences on cell transformation, migration, and invasion.
Materials and Methods
Cell culture and transfection. Human bronchial epithelial cell lines
BEAS-2B (ATCC CRL-9609) and HBE-135 cells (ATCC CRL-2741) were
grown in DMEM supplemented with 10% FCS or in keratinocyte serum-free
medium (Invitrogen) supplemented with epidermal growth factor, bovine
pituitary extract, insulin, and hydrocortisone, respectively, at 37jC in a
humidified incubator with 5% CO2. BEAS-2B cells transformed by K-RasV12
were obtained by transfection with pZip-KRasV12 plasmid encoding the
constitutively activated mutant of K-Ras (a kind gift of Channing Der, North
Carolina) using the Jet PEI method, as indicated by the supplier (PolyPlus
Transfection), followed by selection with 1 mg/mL G418 (Invitrogen).
Transient transfection of small interfering RNA (siRNA; Eurogentec) was
performed using Oligofectamine (Invitrogen) following the manufacturer’s
instructions. The sequences used were two siRNAs against the 3¶
untranslated region of RhoB siB1 (5¶GGCAUUCUCUAAAGCUAUG3¶) and
siB2 (5¶GCUAAGAUGGUGUUAUUUA3¶) at 20 nmol/L, siAkt1-1 (5¶GAGCGG-
GAGGAGUGGACA3¶), siAkt1-2 (5¶CCAAGGAGAUCAUGCAGC3¶), siAkt2-1
(5¶GGGCUAAAGUGACCAUGA3¶), siAkt2-2 (5¶CCACAAGCGUGGUG-
AAUA3¶), siAkt3-1 (5¶GCAAAAUGCCAGUUAAUG3¶), and siAkt3-2
(5¶AGAGAAGGCAAGUGGAAA3¶) at 5 nmol/L (all AKT isoform sequences
from ref. 15), siRac1 (5¶CACCACUGUCCCAACACUC3¶) at 10 nmol/L,
and siNeg (5¶UGGUCACAAAGUCGCAUGA3¶, aleatory sequence from
Eurogentec) at a concentration depending on the experiment.
Adenoviral constructs and transduction protocol. Replication-
defective (DE1, E3) adenoviral (Ad) vectors expressing RhoB under the
transcriptional control of the cytomegalovirus promoter were constructed
with the AdEasy System (MP Biomedical), as described previously (16). For
rescue experiments, 140! 103 cells were plated on a 35-mm dish 24 h before
Note: Supplementary data for this article are available at Cancer Research Online
(http://cancerres.aacrjournals.org/).
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transduction with adenoviral vectors at a multiplicity of infection (MOI) of
5:1 for BEAS-2B cells and HBE-135 and 30:1 for K-RasV12–transformed
BEAS-2B cells.
Lentiviral vector. LVTHM is a lentiviral vector encoding the short
hairpin RNA (shRNA) RhoB1 (5 ¶CGCGTCCCC-GGCATTCTCT-
AAAGCTATGTTCAAGAGACATAGCTTTAGAGAATGCCTTTTTGGAAAT3¶)
or RhoB2 (5¶CGCGTCCCCTTGATATCCCTTGTCTGTAATTCAAGAGATTA-
CAGAC AAGGGATATCAATTTTTGAAA3¶) under the control of the H1
promoter (17). 293T cells were kindly provided by Genethon (France).
Generation of 293T-LVTHM-shB2 and preparation of high-titer lentiviral
vector pseudotyped with VSV-G protein have been described previously.
Virus containing supernatants were prepared as described elsewhere (18).
Cells (50 ! 103) were plated on 35-mm dishes 24 h before transduction with
viral vectors at a MOI of 10:1.
Cell growth determination. Cells were seeded at a density of 9 ! 103
cells per well in 12-well plates in DMEM 10% FCS and counted everyday
with a Coulter counter (Beckman Coulter, France).
Anchorage-independent growth assay. Cells were seeded at 8 ! 103
cells per well in 12-well plates in 0.3% agar over a 0.6% agar layer and fed
twice weekly during 12 d. Colonies were photographed after 4-h incubation
with 1 mg/mL 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
in DMEM at 37jC.
Wound healing assay. Cells (14 ! 103/cm2) were plated on collagen type
I (5 Ag/cm2, BD Biosciences). Two days after transfection or transduction, a
section of a confluent cell monolayer was produced by scratching with a
p200 pipette tip. The ability of cells to migrate into the cleared section was
monitored. Percentage of migration was defined by three measures of
lengthwise migration. LY294002 (20 Amol/L), triciribin (3 Amol/L), PD98059
(25 Amol/L), or mitomycin C (10 Ag/mL) were added 1 h before wounding
and maintained during migration.
Cell migration and invasion assays. The migration assay was
performed with a Transwell system (8-Am pore size, BD Biosciences). Cells
(25 ! 103 per well) were added in serum-free medium in the upper
compartment of the filter. The bottom chamber was filled with complete
medium. At 24 h later, cells on the bottom surface of the filter were counted,
after staining, under a Nikon inverted microscope in three randomized
fields of 505 mm2. Cell invasion assay was performed in conditions similar
to above, with wells precoated with Matrigel (BD Biosciences). Forty-eight
hours later, cells were fixed, stained, and counted as above.
Cell-matrix adhesion assay. The cell-matrix adhesion assay was carried
out in 96-well plates precoated with collagen type I (5 Ag/cm2,
BD Bioscience), collagen type IV (1 Ag/cm2, Sigma-Aldrich), laminin V
(1 Ag/cm2, Sigma-Aldrich), vitronectin (0.1 Ag/cm2, Sigma-Aldrich), or
fibronectin (1 Ag/cm2, Sigma-Aldrich) overnight at 4jC. Cells (30 ! 103) in
serum-free DMEM were added into each well. After 1-h incubation, the
adherent cells were fixed and stained with 0.4% sulforhodamin B.
Immunoprecipitation. Cells plated on collagen I (5 Ag/cm2, BD
Biosciences) were harvested in cell lysis buffer (Tris-HCl 50 mmol/L, NaCl
150 mmol/L, Triton X-100 1%, EDTA 5 mmol/L), supplemented protease,
and phosphatase inhibitors. Cleared lysate (1 mg) was then incubated with
2 Ag of antibodies and 30 AL of protein A/G PLUS-Agarose (Santa Cruz
Biotechnology) for 4 h at 4jC. Beads were washed thrice in lysis buffer, and
the immunoprecipitates were then analyzed by Western blotting.
Western blot analysis. Cell extracts were separated on SDS-PAGE and
electrotransferred onto polyvinylidene difluoride membranes. Blots were
probed with a rabbit polyclonal anti-RhoB (Santa Cruz Biotechnology),
mouse monoclonal anti-RhoA (Santa Cruz Biotechnology), mouse mono-
clonal anti K-Ras (Santa Cruz Biotechnology), rabbit polyclonal anti–
phosphorylated extracellular signal-regulated kinase (ERK; T202, Y204,
Cell Signaling Technology), goat polyclonal anti-ERK (Santa Cruz Biotech-
nology), mouse monoclonal anti–phosphorylated AKT (S473, Santa Cruz
Biotechnology), rabbit polyclonal anti–phosphorylated AKT (T308, Cell
Signaling Technology), rabbit polyclonal anti-AKT (BD Pharmingen),
mouse monoclonal anti-Akt1 (Cell Signaling), mouse monoclonal
anti-Akt2 (Santa Cruz Biotechnology), mouse monoclonal anti-Akt3
(Upstate Biotechnology), mouse monoclonal anti-actin (Chemicon), and
rabbit polyclonal anti-Rac1 (Chemicon). Detection was performed using
peroxydase-conjugated secondary antibodies and chemilluminescence
detection kit (ECL, Pierce).
Quantitative real-time reverse transcription–PCR. Total RNA was
isolated 48 h after transfection by RNeasy kit (QIAGEN) according to the
manufacturer’s instructions, then reverse-transcribed using iScript cDNA
synthesis kit (Bio-Rad). Quantitative real-time PCR was performed with an
iQreal-time PCR detection system (Bio-Rad) using iQ SYBR Green Supermix
(Bio-Rad).
Immunofluorescence. Cells were plated onto glass coverslips, precoated
with collagen I (5 Ag/cm2, BD Biosciences). At 48 h after transfection, cells
were fixed, permeabilized, and then incubated with phalloidin-Alexa594
(Invitrogen), mouse monoclonal anti-human vinculin (Sigma-Aldrich), or
mouse monoclonal anti-vimentin (Dako France SAS) and subsequently
Alexa488-coupled donkey anti-mouse antibody (Invitrogen).
Quantification of Rac1 activation. Cells plated on collagen I (5 Ag/cm2,
BD Biosciences) were lysed in lysis buffer (Tris-HCl 50 mmol/L, Triton
X-100 1%, NaCl 500 mmol/L, MgCl2 10 mmol/L, EGTA 2.5 mmol/L, and
sodium deoxycholate 0.5%) supplemented with protease and phosphatase
inhibitors. Cleared lysates were then incubated with beads glutathione
S-transferase (GST)–PAK during 30 mn at 4jC. The precipitates were
analyzed by Western blotting.
In vivo studies. Cells (10 ! 106 or 106) were injected s.c. in the left flank
or in the tail vein of 6-wk-old female nu/nu mice (Elevage Janvier). Tumor
size on the flanks was determined with a caliper twice a week. The results
are expressed as the mean size of tumors (mm3) from a group of five mice.
At several time points after injection into the tail vein, three mice were
sacrificed. Paraffin-embedded lung tissue was serially sectioned and stained
with hemalum-eosin. The presence and size of the metastatic nodules or
the volume of the infiltrated parenchyma were recorded.
Statistical analysis. The mean F SE was calculated for each data point.
Differences between groups were analyzed by the Student’s t test. Data
are representative of three independent experiments at least. *, P < 0.05;
**, P < 0.01; ***, P < 0.001.
Results
Down-regulation of RhoB promoted migration and inva-
siveness but not tumorigenic growth of bronchial cells. To
investigate the role of RhoB loss throughout lung oncogenesis, we
tested the effects of RhoB knockdown in nontumoral human
bronchial epithelial cell lines. A strong silencing of RhoB expression
was achieved in BEAS-2B and HBE-135 cells using either
transfection with synthetic siRNA or transduction with lentivirus
encoding shRNA against RhoB (Fig. 1; Supplementary Fig. S2)
without alteration of expression of the highly homologous Rho
GTPases RhoA and RhoC (Supplementary Fig. S1).
We addressed whether the loss of RhoB could initiate cell
transformation of the immortalized cells. Stable suppression of
RhoB after shRhoB-lentivirus transduction had no effect on the
ability of BEAS-2B cells to proliferate in monolayer culture
(Supplementary Fig. S1). Similarly, the suppression of RhoB
enhanced neither the capability of BEAS-2B cells to grow
independently of anchorage in soft agar, in contrast to those cells
expressing the oncogene K-RasV12 (Fig. 1B) nor the in vivo
tumorigenic growth of cells injected s.c. into immunodeficient
mice (data not shown). These results suggest that RhoB loss in
transformed cells might be required for other aspects of
malignancy, such as the acquisition of a motile and invasive
phenotype.
Using the two-dimensional wound-healing assays, we therefore
assessed the effect of RhoB down-regulation on cell migration after
siRNA transfection. After scratching, cells were allowed to migrate
for 8 or 16 hours ( for HBE-135 and BEAS-2B cells, respectively) in
the presence of mitomycin C to eliminate any contribution of cell
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division to this process. BEAS-2B control cells had covered only
30% to 50% of the wound in this time, compared withf95% filled
by the RhoB-depleted BEAS-2B cells (Fig. 1C and D). Similarly,
the RhoB depletion in HBE-135 cells led to a significant increase
in the migration rate (Supplementary Fig. S2). This effect was
fully abolished by restoration of RhoB expression after adeno-
virus transduction (Fig. 1C and D ; Supplementary Fig. S2).
Transwell migration yielded comparable results. The suppression
of RhoB expression caused a significant increase in motility of
both BEAS-2B cells and HBE-135 cells (Fig. 2A and B ;
Supplementary Fig. S3).
The invasiveness was then analyzed using in vitro three-
dimensional Matrigel assays. As shown in Fig. 2C and D (and
Supplementary Fig. S3), inhibition of RhoB led to migration of
numerous BEAS-2B and HBE-135 cells in contrast with control
cells.
Figure 1. Inhibition of RhoB expression increases migration of BEAS-2B cells, but not transformation. A, cells transduced with control lentivirus (cont), coding for
shRNA (shB1 or shB2 ), or transfected with siRNA (siNeg, siB1 , or siB2 ) were then transduced or not with an adenoviral vector encoding RhoB (Rescue ). Forty-eight
hours later, proteins were extracted and immunoblotted with anti-RhoB or anti-actin. B, cells transduced with control lentivirus (cont ) or coding for shRNA (shB1 or
shB2 ) or transformed by K-RasV12 were grown in agar. Data are representative of two independent experiments. C, a wound healing assay was performed on cells
transfected with RhoB siRNA and then transduced or not with RhoB adenovirus (Rescue ). D, percentage of migration is represented.
Figure 2. RhoB inhibition increases
motility and invasion of BEAS-2B cells.
After transfection with RhoB siRNA,
(A ) measurement of motility was performed
in transwell system. B, percentage of motility
is represented. C, invasion was evaluated
with Matrigel assays. D, percentage invasion
is represented.
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Same results were obtained with BEAS-2B transduced with
lentivirus encoding for shRhoB (Supplementary Fig. S4). Thus,
while having no effect on growth properties, the expression of
RhoB seems to be critical for migratory and invasive properties of
human bronchial cells.
RhoB depletion participates in epithelio-mesenchymal
transition. Changes in epithelial cell motility and invasiveness
during oncogenesis are often the result of a transition from an
epithelial-to-mesenchymal (EMT) phenotype. This transition
involves profound changes in the cell cytoskeleton, the intercellular
junctions, the adhesion to extracellular matrix with modification of
focal adhesion, and the expression of mesenchymal proteins. We
thus analyzed whether modulation of RhoB expression could
influence some of these criteria.
First, we examined the effect of RhoB silencing on cell adhesion
to several extracellular matrix proteins. We found that RhoB-
depleted BEAS-2B cells displayed a significant reduction in the rate
of adhesion to collagen I and IV, fibronectin, and laminin 5, but not
to vitronectin and plastic, which was already low in control cells
(Fig. 3A). Hence, the inhibition of RhoB induced a reduction of cell
adhesion to extracellular components, corroborating its effect on
cell motility.
Staining of filamentous actin structures showed that BEAS-2B
cells displayed a dense filamentous network with thick actin cables,
whereas HBE-135 cells bore few thin actin fibers (Fig. 3B). The
inhibition of RhoB expression in BEAS-2B cells led to a significant
reduction in the number of stress fibers, which were both thinner
and shorter than in control cells. On the other hand, the depletion
of RhoB in HBE-135 cells induced the polymerization of actin
structures at the cell periphery, such as that observed in
lamellipodia (Fig. 3B).
Both RhoB-depleted BEAS-2B and HBE-135 cells showed a
marked decrease in the immunostaining of vinculin, a protein
localized in the focal adhesion complexes (Fig. 3B), suggesting that
RhoB suppression might induce focal adhesion disassembly.
Because the expression of mesenchymal proteins, such as
vimentin, is often increased in invasive cells, we analyzed the
expression of this protein in control and RhoB-depleted cells.
Western blot analysis revealed no change in vimentin expression in
BEAS-2B cells after the inhibition of RhoB expression (data not
shown). However, we did observe a significant difference in the
subcellular distribution of vimentin by immunofluorescence
analysis. In BEAS-2B control cells, the vimentin was found
distributed throughout the cell, whereas in RhoB-depleted cells,
the vimentin had collapsed to the perinuclear region. In HBE-135
cells, the inhibition of RhoB expression led to a dramatic increase
of vimentin expression that was also found localized to the
perinuclear region, as illustrated by immunostaining (Fig. 3B).
The stimulating effect of RhoB depletion on motility is
mediated by AKT1 activation. We next aimed to uncover the
molecular mechanisms underlying this RhoB effect on migration
and invasion. We reported previously that overexpression of RhoB
in transformed cells leads to the inhibition of ERK and
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/AKT pathways (5, 7), both
with well-known involvement in the processes of migration and
invasion. We therefore investigated the regulation of ERK and AKT
after RhoB repression.
Western blot analysis using a specific anti–phosphorylated ERK
antibody showed that the inhibition of RhoB expression by siRNA
did not alter the phosphorylation of ERK (Fig. 4A). Moreover, the
inhibition of ERK by PD 98059 (Supplementary Fig. S5) did not
hamper the migratory capability of RhoB-depleted cells (Fig. 4B). In
contrast, the transfection of BEAS-2B cells by RhoB siRNA induced
a significant stimulation of AKT phosphorylation on both serine
473 and threonine 308 (two residues implicated in its activation) as
observed by Western blot analysis (Fig. 4A). In parallel, the
inhibition of the PI3K/AKT pathway by LY294002 (inhibitor of
PI3K) or triciribin (inhibitor of AKT; Supplementary Fig. S5)
significantly inhibited the migration and invasion of BEAS-2B cells
induced by RhoB depletion (Fig. 4B ; Supplementary Fig. S6).
The Akt protein kinase family consists of three members
Akt1/PKBa, Akt2/PKBh, and AKT3/PKBg sharing a high degree
of similarity. Some publications have, however, shown that each
isoform may function in a distinct manner in the regulation of
cell migration and invasion (19, 20). Thus, we examined the Akt
isoform active in siRhoB-treated cells. As shown in Fig. 4C , the
Figure 3. Effect of RhoB inhibition on certain characteristics of EMT. A, adhesion of BEAS-2B cells, transfected with RhoB siRNA, to several extracellular matrix
proteins was evaluated. B, cells were plated onto coverslips precoated with collagen I and then transfected, and 48 h later, cells were fixed and stained with anti-vinculin
or anti-vimentin or with phalloidin.
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phosphorylation of Akt1, but not of Akt2 or Akt3, was increased in
BEAS-2B cells treated with siRNA to RhoB compared with control
cells. We then analyzed the effect of specific siRNAs to each
isoform (Supplementary Fig. S5). Only siRNA to Akt1 significantly
reduced the migration and the invasion of siRhoB-transfected
BEAS-2B cells (Fig. 4D ; Supplementary Fig. S6). The same
observations were made in HBE-135 cells (Supplementary Fig. S7).
Altogether, these results indicate that RhoB regulates cell
migration and invasion via the modulation of Akt1 activity.
The stimulating effect of RhoB depletion on motility and
invasion is mediated by Rac1 activation. We have shown that
the inhibition of RhoB led to the formation of lamellipodia and
activation of Akt (Figs. 3 and 4). These two processes are related to
Rac1 activation. To test whether the increase of motility and
invasion after RhoB depletion is a Rac1-driven mechanism, we
performed a PAK-GST pull-down assay to determine the level of
Rac1 activation in BEAS-2B and HBE-135 treated or not by siRhoB.
As shown in Fig. 5A and Supplementary Fig. S8, RhoB repression
induced an increase of GTP-Rac1 in both cell lines. Moreover the
transfection of Rac1 siRNA fully impeded the stimulating effect of
RhoB depletion on migration and invasion (Fig. 5B and C ;
Supplementary Fig. S8).
RhoB is critical for K-Ras–induced migration and metasta-
sis but not oncogenic proliferation of bronchial cells. We
previously reported that RhoB expression decreased dramatically
through lung cancer progression (5). Moreover, it has been shown
that the expression of K-Ras, a major oncogene in lung tumoro-
genesis, led to an inhibition of RhoB expression in several cell
models (8). We therefore investigated the consequences of RhoB
loss on both growth and migratory properties of BEAS-2B cells
transformed by K-RasV12, a constitutively activated mutant of
K-Ras.
As expected, we observed that the expression of K-RasV12 in
BEAS-2B cells (BKR) induced a significant inhibition of RhoB
protein expression (Supplementary Fig. S9). We examined the effect
of reexpression of RhoB at levels comparable with those of BEAS-2B
wild-type (WT) RhoB encoding adenovirus transduction (Supple-
mentary Fig. S9). As shown in Fig. 6A , whereas the expression of K-
RasV12 decreased the doubling time of BEAS-2B cells, this was not
increased by reintroducing RhoB (Fig. 6A). The further inhibition of
RhoB expression by shRNA in BEAS-2B–transformed cells did not
alter their growth rate (Fig. 6A). Moreover, we observed that the
inhibition of RhoB expression by shRNA in BKR cells modified
neither their anchorage-independent growth rate nor tumorogenic
growth in nude mice (Supplementary Fig. S9).
We did, however, observe that BKR displayed enhanced
migratory and invasive properties in comparison with WT BEAS-
2B cells (Fig. 6B ; Supplementary Fig. S9). It is noteworthy that,
in contrast to the lack of effect on proliferation rate, (a) the
reexpression of RhoB by adenovirus slowed down the migration
Figure 4. Role of AKT and ERK pathways in RhoB regulation of migration in BEAS-2B cells. A, 48 h after transfection, expression of phosphorylated and total
ERK and Akt was examined. B, cells transfected with siRNA were pretreated with the inhibitors and then a wound-healing was performed. C, cells were lysed and
immunoprecipitated with antibody against Akt isoforms, followed by immunoblotting of the immunoprecipitates. D, cells were cotransfected with siNeg or siB2 and
siRNA against Akt isoforms and a wound-healing assay on collagen I was performed.
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and invasion rate of the transformed cells (Fig. 6B ; Supplementary
Fig. S9) and (b) the further inhibition of RhoB expression by
shRNA enhanced their migratory and invasive properties (Fig. 6B ;
Supplementary Fig. S9). Experiments using another clone of BKR
cells (clone 2) gave similar results (Supplementary Fig. S10).
If the oncogene K-Ras increases cell motility and invasion of
bronchial cells via RhoB repression, then one can hypothesized a
dependence upon Akt1 phosphorylation. We did not show an
increase of the activation status of Akt1 in BKR versus BEAS-2B
cells (Supplementary Fig. S11). These data suggest that additional
mechanisms might limit Akt phosphorylation in K-Ras–
transformed cells. Nevertheless, RhoB reexpression inhibited
significantly Akt1 phosphorylation (Supplementary Fig. S11).
Moreover, the siRNAs against Akt1 lead to an important decrease
of migratory and invasive rates of BKR at a level comparable with
those of BEAS-2B WT (Supplementary Fig. S11). Thus, Akt1
phosphorylation seems to be critical for migration and invasion
and RhoB might control this activation.
To assess whether RhoB inhibition increases metastatic potential
in vivo , BKR cells, transduced or not by lentivirus encoding shRNA
to RhoB, were injected into the tail vein of athymic mice, and the
formation of lung metastases was then determined. BKR cells
formed some small lung tumor foci within 5 weeks (Fig. 6C and D).
The inhibition of RhoB expression in BKR cells increased
significantly the number and size of lung metastases (Fig. 6C).
Whereas the BKR cells induced small perivascular foci, the BKR
cells transduced with shRhoB induced a large perivascular and
peribronchial carcinomatous infiltration. The volume of lung
parenchyma infiltration rapidly reached up to 70% of the lung
(Fig. 6D).
Altogether, these results indicate that while RhoB is dispensable
for the proliferative aspect of malignancy, it is critical for the
acquisition of a motile and invasive phenotype.
Discussion
RhoB loss of expression has been reported in numerous cancer
cell lines and lung tumor tissues (5, 13, 14, 21). In this work, we
aimed to assess the consequences of RhoB extinction in bronchial
cells on various steps of carcinogenesis, including proliferation,
transformation, migration, and invasion.
We first showed an absence of RhoB effect on growth properties
of normal bronchial cells. Moreover, we showed that, in K-RasV12
transformed cells that displayed a reduction of RhoB levels, neither
the slight reexpression of RhoB to levels comparable with WT cells
nor a further inhibition by shRNA altered the proliferative rate.
These data showed the dispensability of RhoB for proliferation
regulation and more specifically for K-RasV12–mediated oncogenic
transformation of BEAS-2B cells. Likewise, it was reported
previously that reexpression of RhoB with the histone deacetylase
inhibitor in lung cancer cells did not reduce tumor cell growth (14).
In contrast, we did observe an association between RhoB loss of
expression and the acquisition of a migratory and invasive
phenotype of bronchial epithelial cells. As such, we have shown
for the first time that RhoB inhibition in human bronchial cells,
both immortalized and tumoral, enhances their migratory and
invasive abilities. Moreover, we have shown that RhoB is critical for
the motile and invasive properties induced by K-Ras transforma-
tion. Additionally, in vivo studies revealed that inhibition of RhoB
significantly enhanced the capability to induce lung metastases.
Interestingly, Liu and colleagues reported a defect of motility and a
reduction of adhesion and spreading of rhob"/" mouse embryo
fibroblasts (10). The involvement of RhoB in cell migration has also
been documented in several developmental studies (22–24). In
agreement with our findings, RhoB has been shown to inhibit
migration and invasion of Ras-transformed murine fibroblasts (9)
and macrophage migration on fibronectin substratum (25).
In addition, here, we have found that the motile and invasive
phenotype induced by the inhibition of RhoB is the result of
the modification of certain EMT features. At first, the inhibition of
RhoB expression led to a reorganization of actin cytoskeleton
necessary for cell migration. A RhoB control of actin stress fibers
has previously been reported in different cellular models (26, 27),
whereas a lack of effect has been reported in others (25). Several
studies on human epithelial cell lines have reported an induction of
vimentin expression and a role of this intermediate filament
protein in migration (28, 29). Indeed, we observed an increase of
vimentin expression in HBE-135 cells and a significant change in
vimentin subcellular localization in BEAS-2B cells after RhoB
inhibition. The homogeneous distribution of vimentin intermediate
filaments became dramatically reorganized around the nucleus.
Interestingly, similar observations have previously been done
after the activation of the small Rho GTPases Cdc42, Rac1, and
RhoG (30).
Figure 5. Role of Rac1 in RhoB regulation of migration in BEAS-2B cells.
A, cells were lysed, and a GST pull-down was performed to precipitate Rac-GTP.
B, cells were cotransfected with siNeg or siB2 and siRNA against Rac1.
A wound-healing assay on collagen I was performed. C, an invasion assay
was realized.
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Inhibition of RhoB also led to a reduced cell attachment to
several matrix proteins. A correlation between reduced cell
adhesion and enhanced migration has previously been reported
in many models, such as in cells overexpressing Tiam1, a guanine
nucleotide exchange factor for Rac1 (31) or R-Ras (32).
Whereas the modulation of cadherin expression has often been
implicated in the process of invasion (33), the inhibition of RhoB
did not seem to alter E-cadherin or N-cadherin expression in
human bronchial cell lines (data not shown). These data raised the
possibility that RhoB inhibition is able to induce cell invasion
without altering intercellular junctions and without inducing a
cadherin switch, one component of EMT. In contrast, RhoB
inhibition did alter the cell-matrix adhesion, as illustrated by both
attachment assay, and the localization of vinculin, a key
component of focal adhesions. Our observations are corroborated
by several lines of evidence suggesting that many invasive
carcinomas lack signs of complete EMT (34).
Aside from its role in cell survival, increasing evidence in the
present study underlined the critical role of Akt activity in the
control of migration, invasion, and metastatic dissemination. We
found that RhoB inhibition led to the activation of AKT, but not
ERK, in accordance with previous findings that overexpression of
RhoB inhibits AKT phosphorylation (5–7, 9). Moreover, we showed
that AKT activation was critical for the promotion of RhoB-
dependent motility and invasiveness. The detailed analysis of the
Akt isoforms showed that inhibition of RhoB led to a selective
activation of Akt1, but not of Akt2 or Akt3. The Akt1 activation is
critical for bronchial cell migration, as emphasized by experiments
of Akt1 down-regulation.
Distinct roles of Akt isoforms in cell motility have been reported.
Akt1 has repeatedly been found to promote invasion of fibroblasts
(20, 35, 36) and migration of endothelial cells (37). However, several
studies have reported that Akt2, but not Akt1, stimulates the
motility of breast and ovarian cancer cells (20, 38). Whereas
expression of all three Akt isoforms has been found in lung tissue
(39), nothing has yet been reported concerning the specific role of
each on bronchial cell motility or invasion.
Finally, we propose that the loss of RhoB expression, observed
during tumor progression from a noninvasive to highly invasive
stage (5), is a crucial event participating in the acquisition of the
Figure 6. Inhibition of RhoB expression
does not enhance the transformation of
BEAS-2B cells transformed by K-Ras.
A, BEAS-2B cells transformed by
K-RasV12 from clone 1 (BKR C1) or
WT were transduced or not (NT) with
control adenovirus (Adeno cont ),
adenovirus encoding RhoB (Adeno RhoB ),
control lentivirus (Lenti cont ), or lentivirus
coding for shB2 (Lenti shB2 ). The doubling
time was studied. B, a wound-healing
assay was performed. C, BKR C1 cells
transduced by lentivirus were injected into
the tail vein of nude mice. Lung sections
were examined under the microscope.
D, the percentage of the infiltrated lung
parenchyma was analyzed; mice from
each group were sacrificed at several time
points. Data are representative of two
independent experiments.
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invasive phenotype of lung cancer via stimulation of the PI3K/AKT
pathway. Therefore, the loss of RhoB might be dispensable for the
initiation of the tumor but critical for the invasiveness during the
dynamic progression of lung cancer.
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Supplemental Figure S1: 
(A) BEAS-2B cells were transfected or not (NT) with siRNA control (siNeg) or siRNA against 
RhoB (siB1 or siB2). Cells were lysed and immunoblotted with anti-RhoB, anti-RhoA or anti-
actin. (B) Expression of RhoC mRNA was studied using real time PCR. (C) To analyze 
proliferation, 9x103 cells were seeded per well in 12-well plates on day 0 in medium 
containing 10 % FCS and counted every day. Each point is the average of 3 individual 
measurements. Data are representative of 2 independent experiments.  
 
Supplemental Figure S2: Inhibition of RhoB by siRNA increases migration of HBE-135 
cells. 
(A) Cells were transfected with siRNA, then transduced or not with an adenoviral vector 
encoding RhoB at a MOI of 5:1 (Rescue). 48 h later, cells were lysed and immunoblotted 
with anti-RhoB or anti-actin. (B) 140x103 cells were plated on a 35 mm dish, first coated with 
collagen type I. 8 h after scratching with a p200 tip, the ability of cells to migrate into the 
cleared section was monitored. (C) Percentage of migration was defined by 3 measures of 
lengthwise migration. 
 
Supplemental Figure S3: Inhibition of RhoB by siRNA increases motility and invasion 
of HBE-135 cells.  
(A) 25x103 cells/well were added in 500 µL serum-free DMEM in the upper compartment of 
the transwell. The bottom chamber was filled with 750 µL of DMEM supplemented with 10 % 
FCS. After 24 h incubation at 37°C, cells on the upper surface of the filter were wipped off 
and the filter fixed and stained. (B) Percentage migration is represented. (C) 32x103 
cells/well in 500 µL serum-free DMEM were added in the upper compartment of the chamber 
after coating with Matrigel. The bottom chamber was filled with 750 µL of DMEM 
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supplemented with 10 % FCS. 48 h later, cells were fixed and stained. (D) Percentage 
invasion is represented.  
 
Supplemental Figure S4: Inhibition of RhoB by shRNA increases motility and invasion 
of BEAS-2B. 
(A) Cells were transfected with siRNA, then transduced or not with an adenoviral vector 
encoding RhoB at a MOI of 5:1 (Rescue). 48 h later, cells were lysed and immunoblotted 
with anti-RhoB or anti-actin. (B) 140x103 cells were plated on a 35 mm dish, first coated with 
collagen type I. 16 h after scratching with a p200 tip, the ability of cells to migrate into the 
cleared section was monitored. Percentage of migration was defined by 3 measures of 
lengthwise migration. (C) 25x103 cells/well were added in 500 µL serum-free DMEM in the 
upper compartment of the transwell. The bottom chamber was filled with 750 µL of DMEM 
supplemented with 10 % FCS. After 24 h incubation at 37°C, cells on the upper surface of 
the filter were wipped off and the filter fixed and stained. Percentage migration is 
represented. (D) 32x103 cells/well in 500 µL serum-free DMEM were added in the upper 
compartment of the chamber after coating with Matrigel. The bottom chamber was filled with 
750 µL of DMEM supplemented with 10 % FCS. 48 h later, cells were fixed and stained. 
Percentage invasion is represented.  
 
Supplemental Figure S5: Inhibition of AKT and ERK by pharmacological inhibitors and 
siRNA in BEAS-2B cells 
(A) After treatment with DMSO (control), PD 98059, LY294002 or Triciribin cells were lysed 
and immunoblotted with antibodies against phosphorylated and total ERK and Akt. (B) After 
transfection with siRNA specific for each Akt isoform, cells were lysed and immunoblotted 
with antibodies against each Akt isoform. 
 
Supplemental Figure S6: Role of AKT and ERK pathways in RhoB regulation of 
invasion in BEAS-2B cells. 
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32x103 cells/well in 500 µL DMEM serum-free were added in the upper compartment of the 
chamber coated with Matrigel. The bottom chamber was filled with 750 µL of DMEM 
supplemented with 10% FCS. 48 h later, cells were fixed and stained1 h after treatment with 
DMSO (control), PD 98059, LY294002 or Triciribin (A) or after transfection with siRNA 
against Akt isoforms (B). 
 
Supplemental Figure S7: Role of AKT and ERK pathways in RhoB regulation of 
migration and invasion in HBE-135 cells. 
(A) 48 h after transfection with siRNA, cells plated on collagen I were lysed and 
immunoprecipitated with antibody against Akt1, Akt2 or Akt3, followed by immunoblotting of 
the immunoprecipitates. (B) 140x103 cells were plated on a 35 mm dish, first coated with 
collagen I and co-transfected with siNeg (black box) or siB2 (grey box) and siRNA against 
Akt isoforms. 8 h after scratching with a p200 tip, the ability of cells to migrate into the 
cleared section was monitored and the percentage migration defined by 3 measures of 
lengthwise migration. (C) 32x103 cells/well in 500 µL DMEM serum-free were added in the 
upper compartment of the chamber after coating with Matrigel. The bottom chamber was 
filled with 750 µL of DMEM supplemented with 10% FCS. 48 h later, cells were fixed and 
stained. Percentage invasion is represented.  
 
Supplemental Figure S8: Role of Rac1 in RhoB regulation of migration in HBE-135 
cells. 
(A) 48 h after transfection with siRNA, cells were lysed and a GST-pull down were performed 
to precipitate Rac-GTP. (B) 140x103 cells were plated on a 35 mm dish, first coated with 
collagen I and co-transfected with siNeg (black box) or siB2 (grey box) and siRNA against 
Rac1. 16 h after scratching with a p200 tip, the ability of cells to migrate into the cleared 
section was monitored and the percentage migration defined by 3 measures of lengthwise 
migration. (C) 48 h after transfection with siNeg (black box) or siB2 (grey box) and siRNA 
against Rac1, 32x103 cells/well in 500 µL DMEM serum-free were added in the upper 
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compartment of the chamber after coating with Matrigel. The bottom chamber was filled with 
750 µL of DMEM supplemented with 10% FCS. 48 h later, cells were fixed and stained. 
 
Supplemental Figure S9: Inhibition of RhoB did not amplify K-RasV12 transformation 
of BEAS-2B cells    
(A) BEAS-2B cells transformed (BKR C1) or not (WT) with K-Ras and transduced with 
Adenovirus control (Adeno cont) or coding for RhoB (Adéno RhoB)  or with lentivirus control 
–Lenti cont) or coding for shRhoB (Lenti shB2) or not (NT) were lysed and immunobloted 
with anti-RhoB, K-Ras or Actin. (B) 8x103 BEAS-2B cells transformed by K-RasV12 cells and 
transduced with control lentivirus (BKR C1 Lenti cont) or coding for shB2 (BKR C1 Lenti 
shB2) were plated onto 0.6% agar layer in 0.3% agar-containing medium. The growth was 
evaluated by staining with MTT. Data are representative of 2 independent experiments. (C) 
10x106 BEAS-2B cells WT or expressing K-RasV12 (BKR C1) and transduced with the 
lentivirus were implanted into the left flank of nude mice. The results are expressed as mean 
size of tumors (mm3) from a group of 5 mice. (D) 48 h after Transduction, 32x103 cells/well in 
500 µL DMEM serum-free were added in the upper compartment of the chamber after 
coating with Matrigel. The bottom chamber was filled with 750 µL of DMEM supplemented 
with 10% FCS. 48 h later, cells were fixed and stained. 
 
Supplemental Figure S10: Role of Akt1 isoform in BKR migration 
(A) 48 h after transduction with adenovirus control (Adeno cont) or coding for RhoB (Adeno 
RhoB), cells plated on collagen I were lysed and immunoprecipitated with antibody against 
Akt1 followed by immunoblotting of the immunoprecipitates. (B) 140x103 cells were plated on 
a 35 mm dish, first coated with collagen I and transduced with adenovirus and transfected 
with siRNA against Akt1 isoform. 8 h after scratching with a p200 tip, the ability of cells to 
migrate into the cleared section was monitored and the percentage migration defined by 3 
measures of lengthwise migration. (C) 32x103 cells/well in 500 µL DMEM serum-free were 
added in the upper compartment of the chamber after coating with Matrigel. The bottom 
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chamber was filled with 750 µL of DMEM supplemented with 10% FCS. 48 h later, cells were 
fixed and stained. Percentage invasion is represented.  
 
Supplemental Figure S11: Inhibition of RhoB expression does not enhance 
transformation of BEAS-2B cells transformed by K-Ras clone 2 but enhances their 
migration and invasion properties 
(A) BEAS-2B cells transformed (BKR C2) or not (WT) by K-RasV12 were transduced with 
control adenovirus (Adeno cont) or adenovirus encoding RhoB (Adeno RhoB), before being 
lysed and immunoblotted with anti-RhoB or anti-actin. (B) To study the doubling time, 9x103 
cells were seeded per well in 12-well plates on day 0 in medium containing 10 % FCS, and 
then counted every day in triplicate. (C) 140x103 BEAS-2B cells stably transfected with K-
RasV12 (BKR C2) or not (WT) and then transduced with adenovirus control (Adeno cont) or 
coding for RhoB (Adeno RhoB) were plated on a 35 mm dish, and coated first with collagen 
type I. 48 h later, cells were wounded with a p200 tip. 8 h after scratching, the ability of cells 
to migrate into the cleared section was monitored. Percentage migration was defined by 3 
measures of lengthwise migration. (D) 32x103 cells/well in 500 µL DMEM serum-free were 
added in the upper compartment of the chamber after coating with Matrigel. The bottom 
chamber was filled with 750 µL of DMEM supplemented with 10% FCS. 48 h later, cells were 












L’ensemble de nos résultats soutiennent que l’inhibition de RhoB ne modifie pas la 
prolifération cellulaire mais intervient préférentiellement dans les mécanismes de migration 
et d’invasion. 
Ces travaux, qui ont fait l’objet d’une publication dans Cancer Research, nous ont 
permis de mettre en évidence dans les cellules non tumorales ainsi que dans les cellules 
transformées par l’oncogène KRas que l’inhibition de RhoB n’induit ni ne potentialise la 
transformation de cellules pulmonaires en culture. En effet, les cellules traitées par les ARNi 
RhoB ne présentent pas de caractères proliferatifs altérés in vitro ou in vivo. Or, la 
surexpression de RhoB dans des lignées tumorales telles que les Panc1 (Chen et al., 2000), 
OVCAR-3 (Couderc et al., 2008), A549 (Mazieres et al., 2004a) ou SGC7901 (Zhou et al., 
2010) diminue la prolifération dépendante et indépendante de l'ancrage. Ceci peut être le 
résultat d'une surexpression trop importante de RhoB. Cette hypothèse est confortée par le 
fait que la réexpression de RhoB, par transduction virale, dans les cellules BEAS-2B 
transformées par l'oncogène KRas, à des taux semblables à ceux des cellules BEAS-2B non 
transformées ne modifie par leur prolifération. De plus les souris RhoB-/- ne développent pas 
spontanément de tumeurs mais montrent une sensibilité accrue aux carcinogènes. Ces 
résultats suggèrent que l’inhibition de RhoB n’est pas impliquée dans les étapes d'initiation 
de la transformation cellulaire et les étapes initiales de l’oncogenèse.  
Ces données peuvent apparaître contradictoires. Néanmoins la surexpression dans 
les cellules est habituellement réalisée par transfection avec une expression forcée et non 
controlée de RhoB. Il est probable que les taux observés de RhoB intracellulaire soient 
supra-physiologiques et exercent ainsi un effet proapoptotique très marqué. Dans notre 
travail nous avons choisi une inhibition de RhoB avec une technique validée d’ARNi. Nous 
mimons ainsi la perte d’expression de RhoB observée dans les cancers bronchiques. De 
plus, nous avons travaillé sur des modèles de cellules pulmonaires immortalisées afin de 
nous rapprocher des mécanismes initiaux de l’oncogenèse se produisant sur des cellules 
épithéliales bronchiques. Nous avons enfin confirmé nos observations dans le même modèle 
cellulaire transformé par KRas. Ces résultats suggèrent donc que la perte d’expression de 
RhoB n’est pas un mécanisme indispensable aux étapes de prolifération cellulaire. 
En revanche, l’inhibition de RhoB induit une augmentation significative du potentiel 
migratoire et invasif aussi bien dans les cellules BEAS-2B que dans différentes lignées 
cellulaires pulmonaires tumorales et non tumorales (Données non montrées). Ces résultats 
sont en accord avec ce qui avait été préalablement rapporté après inhibition de RhoB dans 
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des macrophages (Wheeler and Ridley, 2007) et des fibroblastes embryonnaires de souris 
(Liu et al., 2001b) ainsi qu'avec des études de surexpression de RhoB notamment dans des 
cellules NIH3T3 (Jiang et al., 2004b), des cellules issues de carcinomes pancréatiques 
(Zhou et al., 2010) ou de glioblastomes (Baldwin et al., 2008). 
Par ailleurs nous avons pu montrer que la diminution d'expression de RhoB suite à la 
transformation par KRas dans les cellules BKR alors qu'elle n'a aucne incidence sur les 
propriétes prolifératives est à l'origine de l’augmentation de la migration et de l’invasion des 
cellules BKR.  
Nous avons pu, par des études in vivo, montrer le rôle de RhoB dans la dissémination 
métastatique. En effet, les cellules BKR transduites par des vecteurs lentiviraux codant pour 
des shARNs dirigés contre RhoB développent plus de métastases pulmonaires après leur 
injection dans la veine caudale de souris athymiques.  
L'ensemble de nos résultats ont mis en évidence l’implication de RhoB dans les 
étapes plus tardives de l’oncogenèse, périodes d'acquisition de propriétés migratoires et 
invasives. Alors que nos résultats montrent un rôle anti-migratoire de RhoB, certaines études 
montrent que lors du développement embryonnaire, RhoB est exprimée dans les cellules 
migratoires de la crête neurale d'embryons de poulet ou de Xénope (Henderson et al., 2000; 
Liu and Jessell, 1998; Vignal et al., 2007). Néanmoins, une étude récente a mis en évidence 
une diminution de l’expression de RhoB lors de la délamination de la caille du Japon, 
augmentant la migration des crètes neurales (Groysman et al., 2008). 
Dans notre étude, nous avons également analysé l’effet de l’inhibition de RhoB sur 
différentes caractéristiques de la Transition Epithelio-Mésenchymateuse (TEM). Ainsi, les 
ARNi dirigés contre RhoB induisent une diminution des points focaux d'adhérence et de 
l’adhérence des cellules sur différents substratums tels que le collagène de type I ou IV, la 
fibronectine et la laminine, sans modifier l’adhérence sur la vitronectine mais il est à noter 
que les cellules pulmonaires adhèrent peu sur ce substratum. Comme montré 
antérieurement dans differentes lignées cellulaires (Allal et al., 2002; Tillement et al., 2008), 
RhoB régule l'organisation du cytosquelette d'actine dans les cellules bronchiques. En effet 
l’inhibition de RhoB induit la disparition des fibres de stress et la formation de structures 
similaires à des lamellipodes dans les cellules BEAS-2B et dans les cellules HBE-135 
respectivement. L’inhibition de RhoB induit également dans les  cellules HBE-135 une 
augmentation du marquage de la vimentine, protéine constitutive des filaments 
intermédiaires, exprimée dans les cellules mésenchymateuses et marqueur de la TEM 
(Hendrix et al., 1996). Dans les cellules BEAS-2B, en revanche le marquage de la vimentine 
n’est pas augmenté mais une relocalisation autour du noyau est observée. L’activation de 
Cdc42, Rac1 et RhoG induisent un remodelage similaire permettant l’induction de la 
migration (Meriane et al., 2000). 
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Dans un second temps, nous avons étudié les voies de signalisation impliquées dans 
l’induction de la migration et de l’invasion sous ARNi RhoB. Nous avons ainsi pu montrer  
que l’inhibition de RhoB induit la phosphorylation d’Akt sur ses 2 résidus activateurs (T308 et 
la S473) et que l’inhibition de l’expression d’Akt par des ARNi ou de son activité par des 
inhibiteurs pharmacologiques (LY294002 et Triciribine) bloque l’induction de la migration et 
de l’invasion due aux ARNi RhoB. Ces résultats impliquent donc que RhoB régule la 
migration des cellules bronchiques via la régulation d’Akt.  
Il existe 3 isoformes d’Akt issues de 3 gènes différents et présentant une localisation 
subcellulaire différente. En effet, Akt1 est localisée dans le cytoplasme, Akt2 dans la région 
périnucléaire et Akt3 dans le noyau (Santi and Lee, 2010). Akt1 et Akt2 sont toutes deux 
décrites pour être impliquées dans la régulation de la migration. Ainsi, Akt1 induit la 
migration des fibroblastes ou des cellules endothéliales (Somanath et al., 2006) alors 
qu’Akt2 induit la migration des cellules issues de carcinomes mammaires (Yoeli-Lerner et al., 
2005) ou ovariens (Arboleda et al., 2003). L’expression des 3 isoformes d’Akt a été décrite 
dans les tissus pulmonaires (Zinda et al., 2001) mais dans la lignée cellulaire BEAS-2B 
l’expression de l’isoforme Akt2 est très faible. Nos travaux montrent que l’inhibition de RhoB 
induit l’activation spécifique de l’isoforme Akt1. De plus, seuls les ARNi dirigés contre cette 
isoforme bloquent la migration et l’invasion induites par les ARNi RhoB suggérant donc que 
seule cette isoforme est impliquée dans la régulation de la migration des cellules 
bronchiques par RhoB. De plus, les ARNiRhoB induisant la formation de structures 
semblables à des lamellipodes dans les cellules HBE-135, nous avons étudié l’activation de 
la GTPase Rac1, reponsable de la formation de ces structures cellulaires (Nobes and Hall, 
1995a) et qui est très impliquée dans la migration de fibroblastes (Kanazawa et al., 2010) ou 
de cellules de CBNPC (Zanca et al., 2010). L’inhibition de RhoB induit l’activation de la 
GTPase Rac1 ainsi que celle de Cdc42 et RhoA (données non montrées) mais seule 
l’activation de Rac1 est nécessaire à la migration et à l’invasion des cellules bronchiques  
 Dans cette étude, nous avons ainsi mis en évidence que l’inhibition de la protéine 
RhoB induit la migration et l’invasion cellulaire via la régulation de la kinase Akt et plus 
particulièrement de l’isoforme Akt1 ainsi que via la GTPase Rac1. Cependant, l’inhibition de 
RhoB n’induit ni ne potentialise la transformation des cellules bronchiques. Ces résultats 
attribuent ainsi un rôle à RhoB dans la progression tumorale via la régulation du potentiel 
invasif et métastatique. 
Dans la littérature des liens entre l’activation de Akt et de Rac1 sont rapportés, mais 
contradictoires quant au positionnement des acteurs. La question de la cascade de 
signalisation régulée par RhoB se posait donc, ainsi que des mécanismes de regulation de la 
kinase Akt par RhoB. Ces questions ont été soulevées dans les travaux qui ont suivi cet 
article et qui sont presentés dans les pages suivantes.  
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Dans la première partie de ce travail, nous avons montré que RhoB régule la migration 
et l’invasion des cellules pulmonaires via la régulation de la kinase Akt1 ainsi que de la 
GTPase Rac1. Nous nous sommes donc demandé dans un premier temps quel lien existait 
entre l’activation d’Akt et celle de Rac1, si ces deux activations sont indépendantes ou si une 
permet la régulation de la seconde. Et dans un second temps, nous avons cherché à savoir 
comment RhoB régule Akt. 
La Sérine/Thréonine kinase Akt, également appelée PKB (Protein Kinase B), est 
impliquée dans un très grand nombre de fonctions cellulaires dont la prolifération, la survie, 
le contrôle du cycle cellulaire, le métabolisme et la migration cellulaire (Carnero, 2010; 
Manning and Cantley, 2007). Elle se lie aux PIP3 (PhosphoInositides 3, 4, 5 triPhosphate) 
via son domaine PH permettant son recrutement à la membrane où elle sera au contact des 
protéines régulant son activation. Akt est activée par phosphorylation sur sa Thréonine 308 
par la PDK1 (3 Phosphoinositide Dependent Kinase) (Wick et al., 2000) également recrutée 
à la membrane par liaison de son domaine PH sur le PIP3 puis par la phosphorylation de la 
S473 par une seconde kinase encore mal définie, il pourrait s’agir de PDK2, ILK, mTOR, ou 
une autophosphorylation (Hanada et al., 2004; Song et al., 2005). L’activation d’Akt est 
régulée par de nombreuses protéines. Ainsi, la PI3K (Phosphate Inositol 3 Kinase) en 
phosphorylant le PIP2 (PhosphoInositol 4, 5 biPhosphate) en PIP3 va permettre le 
recrutement des différentes protéines et donc l’activation d’Akt, alors que la phosphatase 
PTEN (Phosphatase and Tensin homologue deleted on chromosome 10) via la 
déphosphorylation du PIP3 induit l’inactivation de la kinase. Différentes phosphatases d’Akt 
sont connues PP2A, PHLPP 1/2, PHLDA3, en déphosphorylant la kinase, induisent son 















Figure 17 : Régulateurs et fonctions cellulaires majeures d’Akt (D’après Liao 2010) 
 
 
Différents liens entre Rac1 et Akt ont été décrits. En effet, il est montré que la PI3K 
induit l’activation de la GTPase Rac (Krasilnikov, 2000). De plus, dans les fibroblastes, Akt1 
induit la migration cellulaire via l’activation de Rac1 (Somanath and Byzova, 2009) et une 
étude récente a montré que Akt régule Rac1 via son effecteur TSC2 (Larson et al., 2010). 
Cependant, d’autres études placent Rac1 en amont de la kinase (Higuchi et al., 2001). Ainsi, 
Asef2, une GEF de Rac1 induit la migration cellulaire dépendamment d’Akt (Bristow et al., 
2009). 
L’objectif du travail présenté dans ce chapitre a été de i) comprendre les mécanismes 
moléculaires de la régulation d’Akt1 et de Rac1 dans le modèle cellulaire, BEAS-2B, ainsi 












I- Rac1 ne régule pas l’activité d’Akt1 
 
Dans un premier temps, nous avons cherché à savoir si l’activation de Rac1 était en 
amont de celle d’Akt1. Pour cela, nous avons utilisé un inhibiteur spécifique de la GTPase le 
NSC23766 (Gao et al., 2004) qui réduit l’activité de Rac1 de 77% à une dose de 100 µM 
dans les cellules BEAS-2B (Figure IA). Afin de mesurer spécifiquement l’activité de la kinase 
Akt1, nous avons réalisé des immuno-précipitations de l’isoforme Akt1 puis révélé avec un 
anticorps dirigé contre la S473 phosphorylée. L’inhibition de RhoB induit l’activation d’Akt1 
de 2.78 fois dans les cellules contrôles traitées au DMSO, comme cela a été mis en 
évidence précédemment. Le traitement par l’inhibiteur ne modifie pas l’activation d’Akt1 
induite par l’inhibition de RhoB (Figure IB). Afin de confirmer l’absence d’effet de l’inhibition 
de Rac1 sur l’activation d’Akt1, nous avons réalisé les mêmes expériences avec un ARNi 
dirigé contre Rac1 conduisant à son inhibition de 65% (Figure IC). Cette fois encore, 
l’inhibition de Rac1 ne modifie pas l’activation d’Akt1 obtenue avec l’ARNi RhoB (Figure ID). 
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Figure I : L’inhibition de Rac1 n’altère pas l’activation de Akt1 induite par l’ARNi RhoB 
 
A : Après 1 h de traitement avec le NSC23766 (100 µM), les cellules sont lysée et l’activité de Rac1 est mesurée par un GST-
pulldown. B : 48 h après transfection avec les ARNi (siNeg ou siRhoB2, 20 nM), les cellules sont traitées 1 h par l’inhibiteur 
NSC23766 (100 µM) puis elles sont lysées et la phosphorylation de Akt1 est mesurée après immuno-précipitation et immuno-
empreinte. C : 48 h après transfection par les ARNi (siNeg ou siRac1, 10 nM), les cellules sont lysées et l’expression de Rac1 
analysée. D : 48 h après transfection par les ARNi (siNeg ou siRac1, 10 nM et siNeg ou siRhoB, 20 nM), les cellules sont lysées 





II- RhoB régule Rac1 via la régulation d’Akt1 
 
Afin de déterminer si l’activation d’Akt1 induite pas l’inhibition de RhoB conduit à 
l’activation de Rac1, nous avons mesuré l’activité de Rac1 en inhibant Akt. Pour ce faire, 
nous avons utilisé 2 inhibiteurs pharmacologiques de la voie Akt : le LY294002, inhibiteur de 
la PI3K qui bloque la phosphorylation d’Akt sur sa sérine 473 d’un facteur 8 et la triciribine, 
inhibiteur spécifique d’Akt, qui inhibe cette même phosphorylation d’un facteur 3 (Figure IIA). 
Dans les cellules contrôles, l’inhibition de RhoB par un ARNi induit l’activation de Rac1 d’un 
facteur 1.5 (Figure IIB) comme cela a été mis en évidence précédemment. Les deux 
inhibiteurs d’Akt utilisés bloquent l’activation de Rac1 suite à l’ARNi RhoB suggérant donc 
que RhoB régule Rac1 par l’intermédiaire d’Akt1.  
L’inhibition de RhoB induit l’activation spécifique de l’isoforme Akt1 et seule cette 
isoforme induit la migration des cellules pulmonaires. Donc afin de déterminer si Akt1 est 
responsable de l’activation de Rac1 sous ARNiRhoB, nous avons transfecté les cellules avec 
des ARNi spécifiques de chacune des 3 isoformes et étudié l’activité de la GTPase Rac1. 
Les ARNi utilisés s’avèrent efficaces et spécifiques de chacune des isoformes. En effet, 
l’ARNi Akt1 inhibe l’expression d’Akt1 de 86%, les ARNi dirigés contre Akt2 et Akt3 inhibent, 
respectivement, l’expression d’Akt2 et Akt3 de 98% et n’ont pas d’effet sur les autres 
isoformes (Figure IIC). Les cellules traitées avec l’ARNi contrôle (siNeg) présentent une 
activation de Rac1 d’un facteur de 1.5 en présence d’ARNiRhoB (Figure IID). Le traitement 
par l’ARNi Akt1 bloque l’activation de la GTPase Rac1 suite à l’inhibition de RhoB. Son 
activité est même diminuée de 25%. Alors que le traitement par les ARNi Akt2 ou Akt3 
n’inhibe pas cette activation par les ARNi RhoB qui reste d’un facteur 1.6 et 1.4 
respectivement. 
Ces résultats suggèrent que l’inhibition de RhoB induit l’activation de l’isoforme Akt1 
qui à son tour permet l’activation de la GTPase Rac1 afin d’augmenter le potentiel migratoire 
et invasif des cellules pulmonaires. 
 
Dans la poursuite de ces travaux, nous avons voulu déterminer les mécanismes 
moléculaires mis en jeu par RhoB dans la régulation d’Akt1. L’activation d’Akt est régulée par 
différentes kinases telles que PI3K ou PDK1 ou phosphatases telles que PP2A et PTEN. 
Nous avons donc étudié l’activation et / ou l’activité de certaines protéines régulatrices d’Akt 
















































Figure II : L’inhibition d’Akt1 bloque l’activation de Rac1 par l’ARNi RhoB 
 
A: Après 1 h de traitement avec le LY294002 (20 µM) ou la Triciribine (3 µM), les cellules sont lysées, et la phosphorylation 
d’Akt mesurée par immuno-empreinte.  B: 48 h après transfection avec les ARNi (20 nM) les cellules sont traitées 1 h par les 
inhibiteurs LY294002 (20 µM) ou Triciribine (3 µM) puis lysées afin de précipiter la forme active de Rac1 grâce à des billes 
GST-PAK. La quantification du rapport Rac1-GTP sur le total est reportée.  C: 48 h après transfection par les ARNi dirigés 
contre les différentes isoformes d’Akt (5 nM), les cellules sont lysées et l’expression des isoformes d’Akt est mesurée. D: 48 h 
après transfection par les ARNi dirigés contre les différentes isoformes d’Akt (5 nM), les cellules sont lysées et Rac1-GTP est 




III- RhoB régule l’activité de PP2A 
 
Plusieurs phosphatases régulent l'activité d'Akt, dont PHLPP1 et PP2A. PP2A 
déphosphoryle aussi bien la Ser473 que la Thr308. Elle est constituée de trois sous-unités 
distinctes codées par 3 gènes différents, la sous-unité A ou sous-unité structurale, la sous-
unité catalytique C et la sous-unité régulatrice B. Il existe 2 isoformes différentes des sous-
unités A et C et 16 gènes codent pour des formes différentes de la sous-unité B (Xu et al., 
2006). PP2AA est régulée par phosphorylation sur 2 résidus distincts, la Tyr307 et la Thr304, 
toutes deux inactivatrices (Brautigan, 1995). Or, une interaction entre PP2A et RhoB a été 
récemment mise en évidence (Lee et al., 2007). Afin de déterminer si l’inhibition de RhoB 
régule l’activité de PP2A, nous avons étudié son activation sous ARNiRhoB. Pour cela, nous 
avons étudié tout d'abord la phosphorylation de sa Tyrosine 307. Nous avons ainsi pu mettre 
en évidence que l’inhibition de RhoB induit la phosphorylation de PP2A(Tyr307) d’un facteur 
2.4 (Figure IIIA). Afin de vérifier que l’inhibition de RhoB inactive bien PP2A, nous avons 
quantifié son activité phosphatase après immunoprécipitation. Les immunoprécipités sont 
incubés en présence d’un peptide phosphorylé et la quantité de phosphate libéré est évaluée 
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par dosage colorimétrique. Nous avons pu observer que le traitement par l’ARNi RhoB induit 
une inhibition de l'activité PP2A significative (Figure IIIB), comme peut le faire l’acide 
okadaïque, un inhibiteur de la PP2A (Shestowky et al., 1993). Ces résultats montrent que 
l’inhibition de RhoB est corrélée à une diminution de l’activité phosphatase de la PP2A.  
Comme évoqué précédemment, une interaction entre RhoB et PP2A a été mise en 
évidence dans des cellules NIH3T3 (Lee et al., 2007). Nous avons cherché à savoir si cette 
interaction se produisait également dans les cellules BEAS-2B. Pour cela, nous avons 
surexprimé les protéines RhoB étiquetées HA, RhoB sauvage (RhoBWT) ou RhoB Q63L 
(RhoBQ63L), une forme constitutivement active de la protéine puis réalisé une immuno-
précipitation de PP2A (Figure IIIC) ou du tag HA (Figure IIID). Cependant quelle que soit la 
protéine immunoprécipitée, nous n’avons pas réussi pour le moment à mettre en évidence 











































Figure III: RhoB régule l’activité phosphatase de PP2A dans les cellules BEAS-2B.  
 
A: 48 h après transfection avec les ARNi (20 nm) ou après 10 min de stimulation au SVF (10%) les cellules sont lysées pour 
étudier la phosphorylation de PP2A sur la tyrosine 307 par immuno-empreinte. B: 48 h après transfection avec les ARNi (20 
nM) ou après 10 min de stimulation avec du SVF (10%), les cellules sont lysées, la PP2A est immuno-précipitée et le phosphate 
libéré par la PP2A est quantifiée en mesurant la DO. C: 48 h après transfection aves les plasmides les cellules sont lysées pour 
réaliser une immuno-précipitation de PP2A, le tag HA est révélé par immuno-empreinte. D: 48 h après transfection aves les 








Dans cette étude, nous avons cherché à savoir si l'activation de Akt1 et celle de Rac1 
à la suite de l'inhibition de RhoB, étaient liées ou indépendantes et à déterminer la cascade 
d'évènements. Nous avons pu observer tout d'abord que ni l’inactivation de Rac1 par le 
NSC23766, ni la perte de son expression par ARNi ne bloquent l’activation d’Akt1 suite à 
l’inhibition de RhoB. Ceci montre que Akt1 est activée indépendamment de la GTPase Rac1 
dans les cellules BEAS-2B contrairement à ce qui avait été précedemment montré dans les 
leucocytes (Barber and Welch, 2006). 
En revanche nous avons montré, que l’activation d’Akt1 est déterminante pour la 
régulation de la GTPase. En effet, lorsque l’activité d’Akt est inhibée par un inhibiteur 
spécifique, la Triciribine, la déplétion de RhoB n’induit plus l’activation de Rac1. La régulation 
de Rac par Akt a également été décrite dans différentes études. Ainsi dans les fibroblastes, 
l’inhibition de la voie PI3K/Akt bloque l’activation de Rac et la migration cellulaire (Xu et al., 
2009).  
Dans la première partie de ce travail de thèse, j’ai pu mettre en évidence que RhoB 
régule spécifiquement l’isoforme Akt1. Afin d’analyser si cette isoforme est responsable de 
l’activation de la GTPase Rac1, nous avons utilisé des ARNi spécifiques de chacune des 3 
isoformes d’Akt et avons montré que seule l’inhibition d’Akt1 bloque l’activation de Rac1 
induite par l’inhibition de RhoB suggérant donc que RhoB régule l’activité de Rac1 via la 
régulation spécifique de la kinase Akt1.  
 
Ces travaux nous ont permis de mettre en évidence la cascade de signalisation par 
laquelle RhoB régule la migration et l’invasion des cellules pulmonaires : la perte 
d’expression de RhoB induit l’activation d’Akt1 permettant ainsi celle de la GTPase Rac1, 
induisant la migration cellulaire. Il sera intéressant d’étudier par la suite l’interaction 
fonctionnelle entre Akt1 et Rac1. Une première hypothèse serait qu’Akt stimule l’activité 
d’une GEF de Rac1. Plusieurs GEF plus ou moins spécifiques de Rac1 sont décrites telles 
que DOCK, Tiam1, Trio, GEF-H1, Vav ou Ect2 (Bos et al., 2007). Certaines d’entre elles sont 
impliquées dans la migration cellulaire comme DOCK3 (Sanz-Moreno et al., 2008) ou Vav 
(Garrett et al., 2007) et leur implication pourra être testée par une stratégie d’interférence à 
l’ARN. Une étude récente a montré que TSC2, un effecteur d’Akt régule l’activité de Rac1 et 
Cdc42 afin d’induire la migration cellulaire (Larson et al., 2010).  
Dans un deuxième temps, nous avons voulu déterminer comment RhoB régule 
l’activité d’Akt1. L’activation d’Akt est le résultat de l'activation de kinases activatrices via la 
voie PI3K et de celle de phosphatases inactivatrices telles que PP2A, PHLPP ou PTEN (Liao 
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and Hung, 2010). Nous avons tout d’abord étudié l’implication de PTEN car une étude très 
récente a montré une régulation de sa phosphorylation sur la Sérine 370, inactivatrice, par 
RhoB dans des cellules OVCAR-3 (carcinome ovarien) (Delord et al., 2010). Néanmoins, 
dans notre modèle, nous n’avons pas observé de modification de la phosphorylation sur 
cette Sérine 370 suite à l’inhibition de RhoB. Neanmoins ces seuls résultats ne peuvent 
exclure une régulation de PTEN par RhoB. En effet, PTEN peut être phosphorylée sur de 
multiples sites par différentes kinases telles que CK2, GSK3 ou Src, entraînant son 
inactivation. Afin de déterminer de façon définitive si l’inhibition de RhoB influence l’activité 
de PTEN, un dosage de son activité phosphatase devra être réalisé. 
Par la suite, nous avons étudié l’activation de la PP2A, une Sérine/Thréonine 
phosphatase cytoplasmique dont Akt est un substrat direct (Liao and Hung, 2010). Dans un 
premier temps, la phosphorylation de PP2A sur la Tyr307 de sa sous-unité catalytique a été 
étudiée. Cette phosphorylation est décrite pour induire l’inactivation de la phosphatase 
(Brautigan, 1995). Nous avons observé que l’inhibition de RhoB induit une augmentation de 
la phosphorylation de PP2A. Afin de confirmer une inhibition de l’enzyme par les ARNi RhoB, 
nous avons mesuré l’activité phosphatase après immuno-précipitation de la sous-unité 
catalytique et mis en évidence que le traitement des cellules BEAS-2B par l’ARNiRhoB induit 
effectivement une inhibition de la PP2A. Il semblerait donc que RhoB régule l’activation 
d’Akt1 au moins via la régulation de la phosphatase PP2A. Afin de confirmer cela, nous 
envisageons de surexprimer RhoB et de vérifier que cette surexpression est corrélée à une 
activation de la PP2A et une diminution de la phosphorylation d’Akt1. En inhibant ensuite 
PP2A par des ARN interférents dans des cellules surexprimant RhoB, nous pourrons 
déterminer si la régulation d’Akt1 par RhoB nécessite PP2A. 
Parallèlelement, nous avons étudié si l’interaction entre RhoB et PP2A, décrite 
préalablement, est retrouvée dans les cellules BEAS-2B après surexpression de RhoB 
sauvage ou constitutivement activé (Q63L). Une plus forte interaction entre RhoB Q63L et 
PP2A a été mise en évidence dans les cellules NIH3T3 (Lee et al., 2007). Cependant, nous 
n’avons pas réussi à visualiser l’interaction entre PP2A et RhoB, même activée, dans notre 
modèle cellulaire. Malgré l’application des conditions décrites dans la publication precèpte et 
des mises au point sont donc nécessaires. 
Par ailleurs, la littérature montre que RhoB est capable d’interagir avec un certain 
nombre de partenaires qui jouent un rôle plus ou moins important dans l’activation d’Akt. 
Ainsi PRK, kinase décrite comme participant à la régulation négative d’Akt,  est un effecteur 
de RhoB (Mellor et al., 1998; Wick et al., 2000; Zeng et al., 2003). RhoB peut également 
réguler la translocation d’Akt du cytosol au noyau permettant de contrôler la survie de 
cellules endothéliales (Adini et al., 2003). Par ailleurs une analyse de micro-array a montré 
que la PKCι, activée par la voie PI3K, impliquée dans la motilité et l'invasion inhibe 
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l'expression de RhoB (Baldwin et al., 2006). A l'inverse RhoB inhibe l'activation de PKCι et 
celle d'AKT ainsi que l'invasion des cellules tumorales (Baldwin et al., 2008). L’implication de 



































PARTIE 3 : RÔLE DE RHOB DANS LE PHENOTYPE MIGRATOIRE 




Lors du processus métastatique, les cellules tumorales interagissent avec le milieu 
environnant et se déplacent dans des structures tridimensionnelles. Elles adoptent alors 
différentes caractéristiques morphologiques en fonction des matrices extracellulaires 
rencontrées. De nouvelles technologies de culture en trois dimensions ou de microscopie 
intravitale ont permis de mettre en évidence la morphologie des cellules lors de leur 
migration dans une structure tridimensionnelle (Pinner and Sahai, 2008). Ainsi, les cellules 
tumorales, sont capables de migrer de façon collective en maintenant les interactions 
intercellulaires ou de manière isolée en rompant ces interactions via la transition des 
cadhérines E vers les cadhérines N (Friedl and Wolf, 2003). Il existe 2 morphologies 
distinctes lors de la migration en cellules isolées, la migration amoeboïde ou la migration 
mésenchymale (Biname et al., 2010; Sahai, 2005; Yilmaz et al., 2007). 
La migration mésenchymale est caractérisée par une morphologie allongée de type 
fibroblastique, avec émission de prolongements cellulaires. Les cellules adoptant ce type de 
migration subissent une TEM avec changement des cadhérines, synthèse de MMP et 
expression des intégrines permettant ainsi à la cellule de s’accrocher aux fibres de la MEC et 
de la dégrader localement (Friedl and Wolf, 2003). La migration mésenchymale est 
dépendante de la GTPase Rac via son effecteur WAVE2 (Sanz-Moreno et al., 2008). En 
effet, WAVE2 va induire le changement de morphologie et la formation de prolongements 
cellulaires mais va également permettre d’inactiver la voie RhoA/ROCK. 
Lors de la migration de type amoeboïde, les cellules acquièrent une morphologie 
ronde sans prolongement cellulaire (Pankova et al., 2010), un réseau d’actine sous corticale 
se forme, les fibres de stress disparaissent et le remodelage du cytosquelette induit des 
bourgeonnements qui créent une force permettant à la cellule d’avancer (Sahai and 
Marshall, 2003). Les cellules amoeboïdes interagissent peu avec la MEC et, en se 
déformant, se déplacent entre les fibres de la matrice. Elles forment peu de jonctions 
adhérentes ou de façon très transitoire (Friedl et al., 1998) de même qu’elles sécrètent peu 
de MMP (Wyckoff et al., 2006). Les cellules migrent donc rapidement (Pankova et al., 2010). 
La voie RhoA/ROCK (Gadea et al., 2007)  ainsi que celle de RhoC (Kitzing et al., 2010) ou 
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de Cdc42 via les effecteurs N-WASP et Pak2 (Gadea et al., 2008) sont impliquées dans la 
migration amoeboïde et inhibent la formation de protusions.  
Cependant, les cellules ne sont pas figées dans un phénotype migratoire et peuvent 
changer de morphologie en fonction des contraintes environnementales rencontrées. Ainsi, 
dans la circulation sanguine, les cellules doivent pouvoir se déformer afin de résister aux 
forces de pression et adoptent donc un phénotype de type amoeboïde (Sahai, 2007). Les 
myofibroblastes présents dans le stroma induisent l’activation de Rac et l’inhibition de RhoA 
via la sécrétion d’HGF et donc la transition vers un phénotype mésenchymal (De Wever et 
al., 2004). Les cellules n’adopteraient en fait un phénotype amoeboïde que dans des 
conditions particulières, lorsque le réseau de fibres de la MEC est très relaché (Sabeh et al., 
2009) ou lorsque les MMP sont inhibées (Pankova et al., 2010). Historiquement, ce sont 
d’ailleurs les inhibiteurs de MMP qui ont permis de découvrir la plasticité cellulaire, de même 
que l’inhibition de la voie Rac1 (Sanz-Moreno and Marshall, 2009).  
L’inhibition de RhoB augmentant le potentiel migratoire et invasif des cellules 
pulmonaires et régulant l’activation de la GTPase Rac1, nous avons cherché à déterminer si 
cette inhibition induit un changement de mode de migration en trois dimensions des cellules 
pulmonaires ainsi que de l’expression des différentes molécules impliquées dans ce 





















I- Détermination du phénotype de lignées cellulaires 
pulmonaires 
 
Nous avons analysé le phénotype migratoire de 9 lignées cellulaires pulmonaires. 
Pour cela, nous avons inclu les cellules dans des gouttes de collagène et nous avons 
observé leur morphologie au microscope. En fonction des lignées cellulaires, la morphologie 
cellulaire adoptée dans une matrice tridimensionnelle n’est pas la même (Figure I’). Nous 
avons ainsi pu classer les différentes lignées en fonction de leur phénotype migratoire. Les 
cellules H1703 et H520 ont un phénotype amoeboïde avec une morphologie ronde. Les 
cellules H1975 et Calu1, émettant des prolongements sont de phénotype mésenchymal. 
Certaines lignées cellulaires sont dites mixtes car elles présentent à la fois des cellules 
amoeboides et des cellules mésenchymales. C’est le cas des cellules BEAS-2B, cellules 
bronchiques non tumorales et des cellules tumorales H2935, H827, H4006 et H23. Pour la 
suite des expériences, nous avons sélectionné une lignée de chaque phénotype. Ainsi, les 
cellules H1703 serviront de modèle au phénotype amoeboïde, les BEAS-2B au phénotype 










Figure I’:  Phénotype des différentes lignées cellulaires pulmonaires  
 
40.000 cellules.mL-1 sont incluses dans des gouttes de 30 µl de collagène (1,5 mg.mL-1), puis fixées et leur morphologie 
amoeboïde → ou mésenchymale →  est observée au microscope.  
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II- L’inhibition de RhoB induit un phénotype mésenchymal 
 
Le marquage du cytosquelette d’actine et l’analyse au microscope biphotonique 
permet de visualiser la morphologie des cellules sur les différents plans de la goutte (Figure 
II’A). Le traitement par l’ARNi RhoB diminue significativement le nombre de cellules 
amoeboïdes dans les 3 lignées cellulaires étudiées (Figure II’B). En effet, l’inhibition de RhoB 
induit une diminution du pourcentage de cellules amoeboïdes de 99.95% (± 0.07) à 76.75% 
(± 2) dans les cellules H1703, de 8.61 (± 0.35) à 4.28% (± 0.27) dans les cellules Calu1 et de 
82.4 (± 2.5) à 67.9% (± 2.6) dans les cellules BEAS-2B. De plus, la surexpression de RhoB 
dans les cellules BEAS-2B, à la suite d’une transduction par un vecteur adénoviral, induit 
une augmentation du nombre de cellules amoeboïdes de 57 (± 7.3) à 98.9% (± 1.9). Il est à 
noter que le pourcentage de cellules amoeboïdes dans la lignée BEAS-2B varie en fonction 
des expériences. Cela n’est pas dû à un effet de la transfection ou de la transduction, car 
nous l’observons sur les mêmes traitements sur des expériences indépendantes,  mais 
pourrait être dû au temps de trypsinisation qui peut légèrement varier d’une expérience à 
l’autre. Cependant même si le pourcentage basal de cellules amoeboïdes varie, l’inhibition 
de RhoB entraîne toujours une diminution de ce pourcentage dans les différentes 
expériences menées. 
La longueur des prolongements émis par les cellules a ensuite été mesurée. Le 
traitement par les ARNi RhoB des trois lignées pulmonaires étudiées induit une 
augmentation de la longueur de ces prolongements (Figure II’C). Ainsi, les cellules H1703 
transfectées par l’ARNi contrôle n’ont pas de prolongements alors que le traitement par 
l’ARNi RhoB induit la formation de prolongements de 5 µm (± 0.46). Dans les Calu1, la taille 
des prolongements est augmentée de 20 µm (±1.92) à 30.6 µm (± 2) tandis que dans les 
cellules BEAS-2B le traitement par l’ARNi RhoB induit une augmentation de 30.49 µm (± 1.5) 
à 43.37µm (± 2.2) alors que la surexpression de RhoB diminue la taille des ces 
prolongements de 35.29 µm (± 2.3) à 15.24 µm (± 1.2). 
L’ensemble de ces observations suggère que l’inhibition de la protéine RhoB 











































































































Figure II’:  L’inhibition de RhoB induit un phénotype mésenchymal dans les cellules pulmonaires  
 
A: 40.000 cellules.mL-1 sont incluses dans des gouttes de 30 µl de collagène (1,5 mg.mL-1), puis fixées, marquées à la 
phalloïdine-Alexa594 et observées 6 h après au microscope biphotonique. B: Le pourcentage de cellules amoeboïdes est 




III- Mécanismes moléculaires du phénotype migratoire  
 
Nous avons ensuite étudié, le rôle de RhoB sur les différents mécanismes 
moléculaires impliqués dans le phénotype mésenchymal. En effet, lors de la migration 
mésenchymale, les cellules tumorales établissent des interactions avec la MEC 
environnante. Ce phénotype migratoire est dépendant de l’expression des intégrines, de la 
sécrétion de MMP ainsi que du changement des cadhérines (Friedl and Wolf, 2003). Nous 
avons étudié dans les cellules BEAS-2B, l’effet de l’inhibition de RhoB sur  l’expression de 
ces différentes molécules.  
Dans la première partie de mes travaux de thèse, nous avons mis en évidence, une 
diminution de l’adhérence des cellules pulmonaires sur différents substrats (Bousquet et al., 
2009). L’expression des intégrines à la surface des cellules étant responsable de 
l’adhérence à la matrice, nous avons étudié l’expression de certaines intégrines à la surface 
des cellules BEAS-2B par cytométrie de flux telles que α3β1, récepteur de la laminine et du 
collagène IV, α4β1, α5β1, et α6β1, récepteurs à la fibronectine, αVβ3, récepteur à la 
vitronectine fréquemment surexprimée dans les cancers ainsi que la sous-unité β1 impliquée 
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dans la formation d’un grand nombre d’intégrines. Comme le montre la figure III’A, l’ARNi 
RhoB induit une diminution d’expression des intégrines α3β1, α4β1 et de la sous-unité β1 
mais n’a pas d’effet sur l’expression d’αVβ3, d’α5β1 ou d’α6β1 dont le taux d’expression 
dans ces lignées est relativement bas tout comme celui de α4β1.  
Lors de la TEM, l’expression de la cadhérine E est diminuée au profit de celle de la 
cadhérine N. Nous avons pu observer que l’inhibition de RhoB induit une légère diminution 
de l’expression de la E-Cadhérine mais ne modifie pas l’expression de la N-Cadhérine dans 
les cellules BEAS-2B (Figure III’B). Nous avons également essayé d’étudier la localisation de 
ces protéines dans les cellules BEAS-2B par immunofluorescence. En effet, ces protéines 
sont localisées à la membrane plasmique, au niveau des interactions intercellulaires et sont 
internalisées lorsque ces liaisons sont rompues (Chidgey and Dawson, 2007). Cependant, 
nous n’avons pas réussi à mettre au point l’immunofluorescence des cadhérines sur cette 
lignée cellulaire (données non montrées). 
La migration mésenchymale nécessite également l’activation de MMP afin de 
dégrader la MEC. L’expression de certaines de ces MMP a donc été étudiée. Ainsi, 
l’inhibition de RhoB induit une augmentation de l’expression de la MMP2, très légère, d’un 
facteur 1.4 après dosage par zymographie, (Figure III’C) mais plus marquée après dosage 
en PCR quantitative en temps réel, d’un facteur 2.5 (± 0.15) (Figure III’D). L’expression de la 
MMP1 et celle de la MMP9 sont diminuées sous ARNi RhoB respectivement d’un facteur 









































































Figure III’:  Inhibition de RhoB dans les BEAS-2B et modification des molécules de la migration mésenchymale  
A: 48 h après transfection, les cellules sont lysées et l’expression de différentes intégrines à leur surface est mesurée par 
cytométrie de flux. B: 48 h après transfection, l’expression des Cadhérines E et N est mesurée par immuno-empreinte.            
C: L’expression de la MMP2 est déterminée par zymographie. D: L’expression  des MMP1, 2 et 9 est déterminée par PCR 




Nous avons analysé les phénotypes migratoires des différentes lignées cellulaires 
disponibles au laboratoire. Sur les neuf lignées étudiées, deux présentent un phénotype 
amoeboïde, les cellules H1703 et les H520, deux un phénotype mésenchymal, les cellules 
Calu1 et les H1975 et sept présentent un phénotype dit mixte telles que les cellules BEAS-
2B, H23, H4006, H2935 et H827. Le phénotype migratoire, n’apparait pas dépendre de 
l’origine de la tumeur. En effet, les cellules Calu-1, mésenchymales comme les cellules 
H1703, amoeboïdes, sont issues de carcinomes épidermoïdes et les cellules H1975, 
mésenchymales, comme les cellules H827, mixtes, sont issues d’adénocarcinomes. Une 
autre hypothèse serait que le mode de migration des différentes lignées pourrait être corrélé 
au taux d’expression de la protéine RhoB dans ces différentes cellules mais des résultats du 
laboratoire montrent que cela ne semble pas être le cas. Cependant, le taux de RhoB 
activée n’a pas encore été étudié dans ces différentes lignées et pourrait expliquer ces 
différences de phénotype. 
Afin d’étudier le phénotype des 3 lignées cellulaires sélectionnées, les cellules ont été 
incluses dans des gouttes de collagène (Belletti et al., 2010), et le cytosquelette d’actine a 
été marqué afin de visualiser les prolongements cellulaires. Par microscopie biphotonique 
(Plateforme Imagerie Cellulaire, Purpan IFR150), nous avons pu visualiser de façon nette les 
cellules incluses dans les différents plans des gouttes, et mettre en évidence que l’inhibition 
de RhoB induit une diminution du nombre de cellules amoeboïdes ainsi q’un allongement 
des prolongements cellulaires dans les 3 modèles cellulaires étudiés. De plus, nous avons 
observé que la surexpression de RhoB induit le phénomène inverse avec une augmentation 
du nombre de cellules amoeboïdes et une diminution de la taille des prolongements 
cellulaires. Cependant, les résultats de surexpression sont préliminaires et doivent être 
reproduits. 
 Les protéines Rho sont impliquées dans la régulation du phénotype migratoire. Ainsi, 
RhoA via son effecteur ROCK (Worthylake and Burridge, 2003) et RhoC via son effecteur 
FMNL2 induisent un phénotype amoeboïde (Kitzing et al., 2010) alors que la GTPase Rac1 
par l’activation de N-WASP et WAVE2 induit une migration de type mésenchymal (Sanz-
Moreno and Marshall, 2009). Nous avons montré que l’inhibition de RhoB induit l’activation 
de Rac1 (Bousquet et al., 2009) ce qui semble donc corroborer nos résultats obtenus sur le 
phénotype migratoire. En revanche, de façon contradictoire, l’inhibition de RhoB est corrélée 
à un phénotype amoeboïde dans les macrophages avec une diminution de la taille des 
podosomes (Wheeler and Ridley, 2007). 
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L’expression des différentes protéines impliquées dans la régulation de la migration 
mésenchymale a été étudiée. Nous avons ainsi étudié l’expression de différentes intégrines 
impliquées dans l’adhérence extracellulaire sur ces différents substrats et mis en évidence 
une diminution d’expression de la sous-unité β1, ainsi que des intégrines  α3β1, α4β1 dans 
les cellules transfectées par l’ARNi RhoB.  α3β1 est impliquée dans l’adhérence sur la 
laminine et le collagène IV et  α4β1 dans l’adhérence sur la fibronectine (Takada et al., 
2007), l’adhérence sur ces 3 matrices étant diminuée lors de l’inhibition de RhoB (Bousquet 
et al., 2009). Mais l’inhibition de RhoB ne modifie pas l’expression des intégrines α5β1 et 
α6β1 également impliquées dans l’adhérence sur la fibronectine. Une corrélation entre 
l’expression de RhoB et l’expression de certaines intégrines a déjà été mis en évidence dans 
les macrophages où l’inhibition de RhoB est corrélée à la diminution d’expression à la 
surface des sous unités β2 et β3 mais pas de la sous-unité β1 (Wheeler and Ridley, 2007). 
Mais dans des fibroblastes embryonnaires de souris invalidés pour rhob, l’expression de la 
β1 est diminuée ainsi que l’adhérence sur la fibronectine (Liu et al., 2001b). La migration 
mésenchymale est généralement associée à l’expression d’intégrines mais le profil 
d’expression des intégrines varie avec le type de cancer étudié. Ainsi, l’expression de la 
sous-unité β1 ainsi que celle de l’intégrine α3β1 sont souvent diminuées dans les cancers 
bronchiques (Barr et al., 1998). L’expression des intégrines α1β1 et α2β1, récepteurs au 
collagène, est augmentées dans les cancers épidermoïdes (Gogali et al., 2004), il serait 
donc interessant d’étudier leur expression dans notre modèle. L’expression des intégrines 
α5β1 (Han et al., 2003) et αVβ3 (Massabeau et al., 2009) est corrélée à un mauvais 
pronostic et à une progression tumorale. Or nous n’avons pas observé d’augmentation 
d’expression de ces intégrines dans les cellules BEAS-2B suite à l’inhibition de RhoB. Mais 
le taux d’expression de ces intégrines est relativement faible dans notre modèle cellulaire, 
l’étude de l’expression de ces différentes intégrines dans d’autres modèles cellulaires tels 
que les cellules H1703 ou Calu1 serait donc intéressante.  
Nous avons également étudié l’expression, dans les cellules BEAS-2B, des 
cadhérines E et N, impliquées dans l’adhérence intercellulaire. Nous avons montré, par 
immuno-empreinte, que l’inhibition de RhoB induit une légère diminution de l’expression de 
la E-Cadhérine mais ne modifie pas l’expression de la N-Cadhérine. Néanmoins, les cellules 
BEAS-2B expriment peu de cadhérines, l’étude de l’expression et de la localisation de ces 
protéines dans les autres modèles serait intéressante. En effet, bien que le rôle de RhoA et 
RhoC dans la régulation de l’expression des cadhérines a été décrit, induisant toutes deux 
une diminution d’expression de la E-Cadhérine via l’expression de Snail pour RhoA ou via 
l’induction de la dégradation de la cadhérine pour RhoC, rien n’a encore été mis en évidence 
quant au rôle de RhoB (Hutchison et al., 2009) 
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La migration mésenchymale est également associée à la sécrétion de MMP qui 
dégradent la MEC afin de permettre aux cellules de migrer. Nous avons étudié l’expression 
des MMP par 2 techniques différentes, la zymographie qui permet d’observer la sécrétion 
des gélatinases, MMP 2 et 9, dans le milieu et la PCR quantitative en temps réel pour 
évaluer les taux d’ARN messager des MMP. Nous avons pu observer ainsi que l’inhibition de 
RhoB induit une légère diminution de la MMP2 dans le surnageant de culture. Par contre, la 
sécrétion de la MMP9 n’a pu être évaluée car elle n’était pas détectable dans le surnageant 
des cellules BEAS-2B. L’analyse des ARNm a permis de mettre en évidence une 
augmentation du taux d’ARNm de MMP2 sous ARNi RhoB et une diminution de celui des 
MMP1 et 9. Des études récentes, ont montré que RhoB induit une inactivation de la MMP2 
(Lin et al., 2010a) ou de la MMP9 (Lin et al., 2010b) respectivement dans les cellules issues 
de mélanome ou de gliomes. Cependant, la surexpression de RhoBN19, forme dominante 
négative de RhoB, induit une diminution de l’expression de MMP2 dans des cellules U87 
(glioblastomes) (Ader et al., 2003). De plus, RhoB est également associée à une 
augmentation de la MMP1 dans des cellules issues de carcinomes prostatiques (Yoneda et 
al., 2010). Cependant, l’expression et l’activation des MMP est très finement régulée et le 
taux d’ARNm présent dans la cellule peut ne pas refléter le taux de MMP sécrétées et 
activées (Overall and Lopez-Otin, 2002). 
Certains résultats obtenus dans cette partie semblent être quelque peu 
contradictoires. En effet, l’inhibition de RhoB semble induire un phénotype migratoire de type 
mésenchymal alors que  nous avons observé une diminution d’expression de certaines 
intégrines, ainsi que de certaines MMP. Cependant, il existe de nombreuses MMP et 
l’analyse d’un plus grand panel serait donc a réaliser. Ces expériences seraient également à 
reproduire dans les cellules H1703 et Calu1. 
 
Il est important de noter que les données concernant l’invasion et en particulier la TEM 
ne peuvent être que parcellaires sur des lignées cellulaires du fait de la difficulté à recréer un 
microenvironnement proche des conditions physiologiques du cancer bronchique. Certains 
modèles d’épithélium ont été proposés mais ne peuvent rendre compte de toutes les 
intéractions présentent lors de l’oncogenèse humaine. Aussi, prévoyons-nous d’analyser 
certaines des protéines clefs de l’invasion et de la migration sur des tissus de patients 
opérés. Au laboratoire, l’expression de RhoB a récemment été analysée en 
immunohistochimie sur une série de 100 patients opérés et ces résultats ont montré à 
nouveau la perte d’expression de RhoB associée au stade de la tumeur. L’élémént nouveau 
est le lien inverse étroit entre la perte d’expression de RhoB et la survie sans progression 
ainsi que la survie globale (I. Rouquette, J. Mazières, résultats non publiés). Ces données 
valident le rôle joué par RhoB dans le processus métastatique. Nous allons sur cette même 
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série de patient analyser l’expression de Akt1, de Rac1 ainsi que des intégrines révélées 




































CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES 
 
Le cancer bronchique est la première cause de mortalité par cancer dans le monde et 
bien que le nombre de cas diagnostiqués chez les hommes tend à diminuer, chez les 
femmes celui-ci tend, au contraire, à augmenter. Le cancer bronchique est généralement 
diagnostiqué à un stade avancé et une meilleure compréhension des mécanismes régissant 
la dissémination métastatique est nécessaire à l’amélioration de la prise en charge de ce 
type de cancer. 
 
 Ces travaux de thèse ont permis de préciser le rôle de la GTPase RhoB dans 
l’oncogenèse pulmonaire. Des travaux antérieurs montraient que la surexpression de RhoB 
inhibe la transformation de nombreuses lignées cellulaires tumorales suggérant un rôle de la 
GTPase dans les étapes d’initiation. Cependant, des études du laboratoire ont mis en 
évidence une perte d’expression de RhoB lors de la progression tumorale bronchique et plus 
particulièrement au passage du stade in situ au stade invasif suggérant que cette perte 
d’expression est responsable de l’acquisition des capacités migratoires et invasives des 
cellules tumorales bronchiques. Afin de déterminer le rôle de cette perte d’expression dans 
l'oncogenèse pulmonaire, notre objectif a été d'étudier l’effet de l’inhibition de RhoB dans les 
cellules bronchiques par une technique validée d'interférence à l'ARN pour mimer la perte 
d’expression de RhoB observée dans les cancers bronchiques sur les différentes phases de 
l'oncogenèse pulmonaire, initiation, promotion, invasion et dissémination métastatique.  
 
 
i. Inhibition de RhoB et transformation cellulaire 
Nous avons montré que l’inhibition de RhoB dans les cellules bronchiques non 
tumorales n’augmente pas la prolifération dépendante et indépendante de l’ancrage et 
n’induit pas le développement de tumeurs dans des souris athymiques. De même dans des 
cellules transformées par l’oncogène KRas, l'inhibition de RhoB ne potentialise pas leur 
pouvoir transformant. Ces résultats suggèrent donc que la perte d’expression de RhoB dans 
les cancers bronchiques n’a un effet ni initiateur ni promoteur de la tumorigenèse mais est 
plutôt impliquée dans d’autres processus tumoraux tels que l'invasion et le développement 
de métastases. De plus nous avons pu mettre en évidence que l'inhibition de RhoB induite 
par l'expression de l'oncogène KRas n'est pas impliquée dans l'augmentation de la 
prolifération cellulaire et la tumorigenèse chez la souris. Ainsi ces résultats confortent 
l'hypothèse selon laquelle la  perte d’expression de RhoB observée assez tardivement lors 
de l'oncogenèse pulmonaire permette plutôt l’acquisition de capacités migratoires et 
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ii. Inhibition de RhoB et potentiel migratoire et invasif 
Nos travaux ont effectivement permis de mettre en évidence que l’inhibition de RhoB 
augmente le potentiel migratoire et invasif de cellules bronchiques non tumorales mais 
également de cellules transformées par l’oncogène KRas ou issues de tumeurs. Nous avons 
également montré que l’inhibition de RhoB induite par KRas est critique pour l’augmentation 
du potentiel migratoire et invasif des cellules.  
De plus, nos études en culture tridimensionnelles montrent que l’inhibition de RhoB induit 
une migration de type mésenchymal avec un changement de morphologie des cellules qui 
deviennent plus allongées avec des prolongements cellulaires plus longs. Or, il est décrit que 
la migration amoeboïde est associée à une plus grande agressivité des tumeurs. Cependant, 
in vivo, il semblerait que les cellules tumorales n’adoptent que très rarement ce phénotype 
migratoire ou de manière transitoire. 
L’inhibition de RhoB est également corrélée à l’expression de différents marqueurs de la 
transition épithélio-mésenchymateuse. En effet, les ARNi RhoB induisent une augmentation 
du marquage de la vimentine, filaments intermédiaires exprimés dans les cellules 
mésenchymateuses, ainsi qu’une diminution de l’expression de la E-Cadhérine. Cependant, 
nous n’avons pas observé d’augmentation de l’expression de la N-Cadhérine, normalement 
exprimée lors de la TEM (Cavallaro and Christofori, 2004). Nous avons également mis en 
évidence une diminution des points focaux d’adhérence associée à une diminution de 
l’adhérence sur différentes matrices et une inhibition de l’expression de certaines intégrines 
à la surface des cellules BEAS-2B, intégrines  associées à l’adhérence sur le tissu 
pulmonaire sain, corroborant ce qui est observé dans les tissus tumoraux, c’est à dire une 
diminution d’expression des récepteurs à la laminine tel que l’intégrine α3β1 (Barr et al., 
1998). De même, nous avons mis en évidence une augmentation du taux d’ARN messager 
de la MMP2 ainsi qu’une légère augmentation de sa sécrétion suite à l’inhibition de RhoB 
mais une diminution d’expression des MMP1 et 9. Or les cancers bronchiques sont 
généralement associés à l’expression des MMP2 et 9 (Vihinen et al., 2005). Cependant, les 
MMP peuvent être sécrétées par les cellules tumorales mais également pas les cellules du 
microenvironnement telles que les macrophages ou les fibroblastes. Le fait que l’inhibition de 
RhoB dans les cellules bronchiques n’induise pas la sécrétion de MMP9 ou 1 n’est donc pas 
forcément en opposition avec l’induction de la migration mésenchymale.  
L’analyse des différents critères moléculaires de l'invasion et de la TEM a été 
essentiellement réalisée dans les cellules BEAS-2B et serait donc à reproduire dans d’autres 
 123
lignées cellulaires. De plus, ces différents mécanismes cellulaires ont été étudiés sur des 
matrices en 2D et il serait donc intéressant de les étudier dans des matrices en 3D 
constituées de différentes protéines matricielles. Nous prévoyons également d’analyser 
certaines des protéines clefs de l’invasion et de la migration sur des tissus de patients 
opérés.  
 
Nous avons également développé un modèle de carcinogenèse pulmonaire afin d’étudier 
l’effet de l’absence de RhoB sur la croissance tumorale ainsi que sur la dissémination 
métastatique dans un modèle in vivo. Pour cela, nous avons traité des souris RhoB-/- et 
RhoB+/+ avec de l’uréthane, un carcinogène qui induit des mutations de Ras et le 
développement de tumeurs en particulier pulmonaires (Besson et al., 2006). Ce modèle nous 
a permis de montrer que l’absence de RhoB augmente la sensibilité des souris à l’uréthane. 
En effet, les souris RhoB-/- développent plus de tumeurs que les souris sauvages en réponse 
au carcinogène comme cela avait été mis en évidence dans un modèle de tumorigenèse 
cutanée par traitement au DMBA (Liu et al., 2001b). Ces résultats semblent mettre en 
évidence que l’absence de RhoB potentialise la transformation cellulaire induite par KRas in 
vivo, contrairement à ce que nous avons montré dans les cellules bronchiques. Cependant, 
dans un contexte KRas muté, RhoB semble jouer un rôle pro-apoptotique et son absence en 
diminuant l’apoptose des cellules ayant subi des dommages à l’ADN induirait une 
augmentation du nombre de tumeurs. Le traitement à l’uréthane induit également des 
tumeurs dans d’autres organes, nous avons observé  le développement de thymomes dans 
certaines souris ainsi que des infiltrations de lymphocytes et de macrophages à des temps 
longs de traitement. Les cellules immunitaires étant impliquées dans le processus de 
dissémination métastatique, l’effet de l’uréthane sur ces cellules pourrait modifier le 
développement de métastases dans notre modèle d’étude. De plus, nous n’avons pas 
observé de métastases même à des temps longs de traitement (55 semaines) suggérant 
donc que ce modèle murin n’est pas approprié dans l’étude de la dissémination 
métastatique. 
 
Nous développons actuellement un nouveau modèle de carcinogenèse pulmonaire avec 
des souris transgéniques exprimant spécifiquement les deux oncogènes particulièrement 
impliqués dans les cancers bronchiques, KRas et EGFR. Nous disposons au laboratoire de 
souris bitransgéniques exprimant ces oncogènes sous contrôle d’un promoteur tétracycline-
dépendant et le facteur de régulation de ce promoteur, le rtTA, sous contrôle d’un promoteur 
poumon-spécifique permettant donc leur expression uniquement dans les pneumocytes de 
type II lors de l’administration de doxycycline. Ces souris ont été fournies gracieusement par 
l’équipe de H. Varmus (Memorial-Sloan-Kettering Cancer Center, NY). Nous disposons des 
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souris exprimant KRasV12, forme constitutivement active de la GTPase KRas (Fisher et al., 
2001) ou les formes mutées du récepteur à l’EGF, une mutation ponctuelle sur l’exon 21, 
L858R et une délétion d’une partie de l’exon 19 (Politi et al., 2006). Ces 2 mutations de 
l'EGFR conduisent à l’activation constitutive des voies en aval du récepteur. Ces modèles 
développent rapidement des  carcinomes bronchio-alvéolaires, dès 2 semaines de traitement 
à la doxycycline, puis des carcinomes invasifs, après 4 semaines. Nous croiserons ces 
modèles avec des souris RhoB-/- afin d’étudier l’effet de l’absence de RhoB sur les cinétiques 
d’apparition de tumeurs pulmonaires et de métastases dans le cerveau, le foie et les 
surrénales, sites de métastases de la pathologie humaine. De plus, des études immuno-
histochimiques permettront d’étudier les cascades de signalisation régulées par RhoB (Rac, 
ERK, Akt, PP2A…). Ce modèle murin pourra également permettre de réimplanter des 
tumeurs pulmonaires issues de souris RhoB-/- et RhoB+/+ dans des souris RhoB+/+ ou RhoB-/-, 
afin de déterminer le rôle de RhoB dans les cellules du microenvironnement ainsi que dans 
le dialogue intercellulaire.  
Nos résultats les plus récents sont en faveur d’un rôle différentiel de RhoB selon la 
présence des deux oncogènes EGFR et Ras. Ainsi la surexpression de RhoB dans des 
modèles cellulaires avec mutations de KRas semble présenter un effet antitransformant 
protecteur tandis que la surexpression de RhoB dans des lignées cellulaires pulmonaires 
mutées pour l’EGFR entraîne une résistance aux EGFR-TKI en restaurant l’invasion et la 
prolifération cellulaire. Notre hypothèse est que RhoB joue un rôle de commutateur différent 
selon le contexte cellulaire et en particulier lors de dépendance oncogénique forte liée à Ras 
ou à EGFR. Ces résultats restent néanmoins limités à des modèles cellulaires. Notre objectif 
est de les analyser plus précisément et de les valider sur des modèles animaux appropriés 
 
 
iii. Cascades de signalisation régulées par RhoB 
Ces travaux nous ont permis de déterminer que l’inhibition de RhoB induit l’activation 
d’Akt et plus particulièrement de l’isoforme Akt1 et que cette activation est nécessaire à 
celle, en aval, de la GTPase Rac1 afin de permettre la migration cellulaire et l’acquisition du 
phénotype mésenchymal. De plus, nous avons mis en évidence que l’inhibition de RhoB 
induit une inhibition de la PP2A, phosphatase inhibitrice d’Akt. Les autres acteurs de cette 
cascade de signalisation restent encore à déterminer. En effet, RhoB ne semble pas interagir 
directement avec PP2A afin de permettre son inactivation. Les intermédiaires entre RhoB et 
PP2A ainsi qu’entre Akt1 et Rac1 restent donc à découvrir. De plus, l’inhibition de Rac1 n’est 
peut être pas responsable de tous les changements cellulaires engendrés par l’inhibition de 
RhoB. En effet, Akt induit la TEM en régulant l’expression de la E-Cadhérine et de la 
vimentine (Hong et al., 2009). Ainsi, Akt régulerait l’expression et la localisation de la E-
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Cadhérine via son effecteur mTOR (Barnes et al., 2010). Une description plus fine de la 
cascade induite par l’inhibition de RhoB et induisant la migration mésenchymale est donc 
nécessaire. 
 
L'ensemble de ces travaux soulignent que RhoB est un acteur crucial de la régulation 
de la migration, de l’invasion et de la dissémination métastatique dans les cancers 
bronchiques sans affecter, a priori, la croissance tumorale. RhoB pourrait donc être un gène 
suppresseur de métastases. En effet, ceux-ci sont définis par leur capacité à inhiber le 
développement de métastases sans affecter la croissance de la tumeur primaire. De plus, 
une corrélation inverse entre l’expression de ces gènes et la survie des patients a été mise 
en évidence. Ces gènes sont rarement retrouvés mutés dans les cancers. RhoB présente 
ces particularités. L'analyse de son expression chez les patients pourrait permettre d’évaluer 
le caractère agressif de la tumeur. De plus RhoB apparait être un facteur pronostic de 
l’évolution métastatique des cancers bronchiques et l’évaluation de son statut pourrait être 
une information importante pour les cliniciens afin de guider les traitements adjuvants 
administrés. En effet, RhoB est nécessaire à l’efficacité de certains chimiotoxiques tels que 
le cisplatine (Fritz and Kaina, 2000), le 5fluoro-uracile (Jiang et al., 2004a; Mazieres et al., 
2005).  
RhoB interagit étroitement avec la voie de signalisation dépendante d'Akt dont le rôle 
est bien établi dans l’oncogenèse tumorale. Akt est actuellement considérée comme un 
acteur majeur de résistance aux EGFR-TKI et constitue une nouvelle cible thérapeutique 
(inhibiteur de mTor, tel que la Rapamycine) en oncogenèse thoracique. La connaissance du 
statut de RhoB pourrait permettre de mieux sélectionner les patients recevant ce type de 
traitement.  
 
Une meilleure compréhension du rôle de RhoB dans l’oncogenèse pulmonaire ainsi 
que la détermination des causes de son inhibition lors de la progression tumorale pourrait 
permettre à long terme le développement de molécules induisant sa réexpression afin de 
permettre l’arrêt de la progression du cancer bronchique voire la sensibilisation à certains 
traitements. 
In fine, ce travail s’inscrit dans une meilleure compréhension de l’oncogenèse du 
cancer bronchique afin d’améliorer sa prise en charge thérapeutique et donc son pronostic et 








La plupart des techniques sont décrites dans l’article et cette partie ne décrit que les 
techniques supplémentaires qui n’y sont pas détaillées. 
 
 
• Transfection plasmidique 
1µg d’ADN des plasmides pIRESPuro2 (Clontech) codant pour RhoBwt-HA ou 
RhoBQ63L-HA sont transfectés avec de l’Effectène selon les recommandations du fabricant 




• Immunoprecipitation de PP2A 
Les cellules sont lysées dans du tampon RIPA modifié (Tris HCl 50 mM, pH 7.5, NaCl 
150 mM, Triton X100 1% et EDTA 5 mM) additionné d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases 
1% (Biorad) et d’un cocktail d’inhibiteurs de phosphatases 1% (Pierce). 100 µg de protéines 
sont utilisés pour analyser l’extrait total par immuno-empreinte. Pour l’immuno-précipitation, 
800 µg de protéines sont incubés avec 1 µg d’anticorps dirigé contre la sous unité catalytique 
de PP2A (Millipore) et 25 µL de billes d’agarose A/G (Santa Cruz). Le mélange est incubé à 
4°C sous agitation pendant une nuit. Après lavage, les billes sont reprises dans 30 µL de 
tampon de dénaturation 2.5X (Tris 30 mM, pH 6.8, SDS 50 mM, glycérol 4%, bleu de 
bromophénol 0.0005%) additionné de DTT 100 mM. 
 
 
• Test activité PI3K 
Le protocole fourni avec le kit de dosage de l’activité PI3K « Activity ELISA : Pico » 
(Echelon) a été suivit. Brièvement, les cellules sont lysées avec le tampon de réaction kinase 
1X fourni complémenté avec de l’ATP 25 µM et du DTT 5 mM. Après immuno-précipitation 





• Culture cellulaire 
Les cellules BEAS-2B (ATCC CRL-9609) sont cultivées dans du DMEM 10% SVF 
(Sérum de Vœu Fœtal). Les cellules Calu1 (ATCC HTB-54), cellules de carcinome 
épidermoïde de grade III sont cultivées dans du Mc Coy’s 5a (Gibco) avec 1.5 mM de 
glutamine et 10% de SVF. Les cellules H1703 (ATCC CRL-5889), H520 (ATCC HTP-182), 
toutes 2 issues de carcinome épidermoïde et les cellules H2935 (ATCC CRL-5908), H23 
(CRL-5800), H1975 (ATCC CRL-5908), H4006 (ATCC CRL-2871), H827 (ATCC CRL-2868), 
toutes isssues d’adénocarcinomes, sont cultivées dans du milieu Roswell Park Memorial 
Institute’s (RPMI-1640) (Lonza) complémenté avec 10% SVF. 
 
 
• Morphologie cellulaire en matrice tri-dimensionnelle 
Les cellules contrôles, transfectées ou traitées pendant 1 h avec les inhibiteurs sont 
reprises dans du collagène I (BD bioscience) dilué à 1.6 mg.mL-1 dans du EMEM (Eagle’s 
Minimal Essential Medium 2X (lonza) à une concentration de 4.104 cellules.mL-1, les 
inhibiteurs sont maintenus dans la suspension. Des gouttes de 30 µL sont déposées sur des 
boites de cultures qui sont ensuite mises à l’envers pendant 1 h. Les boites sont ensuite 
remises à l’endroit et du milieu de culture complet est ajouté, les inhibiteurs sont également 
maintenus dans le milieu de culture. 6 h après, les cellules sont rincées au PBS et fixées 
avec du formaldéhyde 3.7%, perméabilisées au Triton X100 1% et l’actine est marquée avec 
de la phalloïdine-Alexa594 (Belletti et al., 2010). Les cellules sont ensuite observées au 
microscope bi-photonique 7MP de Zeiss à l’objectif 20X (Plateforme TRI d’imagerie 
cellulaire, IFR150, Purpan). 100 cellules sont comptées par goutte et la moyenne est 
réalisée sur 3 gouttes. La taille des prolongements cellulaires est mesurée avec le logiciel 




Les cellules sont privées de sérum pendant 24 h puis le surnageant de culture est 
récupéré. 60 µL de surnageant additionné de bleu de dépôt sont déposés sur un gel SDS-
PAGE 10% d’acrylamide contenant 0.3% de gélatine. Après electrophhorèse des protéines, 
le gel est rincé dans du tampon (Tris 50 mM, pH7.4, Triton X100 20%) puis dans du tampon 
Tris 50 mM pH7.4. Il est ensuite incubé sur la nuit à 37°C dans le tampon Tris 50 mM, pH7.4, 
NaCl2 0.2 M, Triton X100 1%, CaCl2 5 mM et azide de sodium 0.02%. La coloration des 
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protéines se fait en incubant le gel dans du bleu de Coomassie 0.5% (Bleu 0.5%, méthanol 
50%, acide acétique 10%) pendant 24 h. 
 
 
• Analyse des intégrines par cytométrie de flux 
Les cellules sont décollées avec du PBS-EDTA (4 mM) et récupérées dans du DMEM 
additionné de 10% SVF. Elles sont resuspendues à une concentration de 106 cellules.mL-1 
dans du tampon FACS (PBS, BSA 0.5%, SVF 4%) les cellules sont reprises dans du tampon 
de saturation (PBS, BSA 2%, SVF 1%) à une concentration de 240 000 dans 50 µL. Elles 
sont ensuite incubées avec la solution d’anticorps primaire dilué au 1/200ème dans le tampon 
FACS puis dans la solution d’anticorps secondaire couplé au FITC. Les cellules sont ensuite 
fixées dans du formaldéhyde 3.7% et reprises dans 500 µL de PBS. L’expression des 
intégrines à la surface des cellules est analysée par cytométrie de flux (FACSCalibur, 
Becton-Dickinson). L’unité utilisée pour interpréter les résultats est l’Indice de Fluorescence 
(ISF) 
 
ISF = [(Val. Moy. Exp.)-(Val. Moy. Iso.)] / (Val. Moy. Iso.) 
Val. Moy. Exp. = Valeur moyenne expérimentale 
Val. Moy. Iso. = Valeur moyenne de control isotypique 
 
Anticorps Fournisseurs 
β1 Chemicon International (1 mg.mL-1) 
αVβ3 Chemicon International (1 mg.mL-1) 
α3β1 Chemicon International (1 mg.mL-1) 
α4β1 Chemicon International (1 mg.mL-1) 
α5β1 Chemicon International (1 mg.mL-1) 
α6β1 Chemicon International (1 mg.mL-1) 
Ig Contrôle Dako Cytomation (100 mg.mL-1) 
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Le cancer bronchique est un véritable problème de santé publique. En effet, c’est la première 
cause de mortalité par cancer dans le monde, la survie à 5 ans n’est que de 15% et ceci est largement 
dû à des diagnostics tardifs et à un fort pouvoir métastatique. L'amélioration de la prise en charge de 
ce type de cancer implique donc une meilleure connaissance des processus d'oncogenèse et 
d'invasion tumorale. 
Il a été préalablement montré au laboratoire i) que la surexpression de la protéine RhoB, 
GTPase monomérique de la super-famille Ras, inhibe la transformation cellulaire dans des cellules 
exprimant Ras et ii) une correlation inverse entre l’expression de RhoB et la progression du cancer 
bronchique, cette perte d’expression se produisant entre les stades de carcinomes in situ et de 
carcinomes invasifs. 
Afin de définir plus précisément le rôle de RhoB dans les différentes phases de l'oncogénèse 
bronchique, l’objectif de mes travaux de thèse a été d’analyser l’effet de son inhibition sur le 
phénotype de cellules pulmonaires, par la technique d’interférence à l’ARN permettant ainsi de mimer 
la perte d’expression de la protéine retrouvée lors de l’oncogenèse bronchique. 
Ces travaux ont permis de mettre en évidence que l’inhibition de RhoB n’induit pas la 
transformation des cellules bronchiques, par des études de prolifération ancrage-dépendante et 
indépendante ou des tests de tumorigenèse chez la souris. En revanche l'inhibition de RhoB stimule le 
potentiel migratoire et invasif des cellules bronchiques et induit certaines caractéristiques de la 
transition épithélio-mésenchymateuse telles que le remodelage du cytosquelette d’actine, l’expression 
de la vimentine, une diminution des adhésions focales avec une inhibition de l’expression de certaines 
intégrines ainsi que la diminution d’expression de la E-cadhérine. De plus, les cellules maintenues en 
matrices tridimensionnelles, après inhibition de l'expression de RhoB, présentent une morphologie 
allongée de type fibroblastique, suggérant un rôle de RhoB sur la régulation du mode de migration. 
Par ailleurs, ces travaux ont permis de mettre en évidence que RhoB module le phenotype migratoire 
et invasif via la régulation en cascade de la kinase Akt (et plus particulièrement de l'isoforme Akt1) et 
de la GTPase Rac1. Des travaux plus récents suggèrent que RhoB pourrait réguler la voie Akt en 
modulant l’activité de la phosphatase PP2A. 
L’oncogène Ras, fréquemment muté dans les cancers bronchiques, induit une inhibition de 
l’expression de RhoB dans les cellules pulmonaires responsable de la stimulation de leur phénotype 
migratoire et invasif, via la regulation de la kinase Akt1, mais elle n’est pas impliquée dans la 
stimulation de la prolifération cellulaire. 
Parallèlement à ces études in cellulo, une étude a été menée dans des souris invalidées ou 
non pour le gène rhob et traitées par un cancérigène, l’uréthane, qui induit principalement des 
tumeurs pulmonaires. Ces travaux ont permis de mettre en évidence que les souris RhoB-/- présentent 
un développement plus rapide des tumeurs pulmonaires que les souris sauvages. 
L'ensemble de ces travaux suggèrent que RhoB est impliquée dans la progression tumorale, 
notamment sur l'acquisition des propriétés migratoires et invasives, plutôt que dans l’initiation de 
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